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Uber die Einwirkung von Huminsiiuren 
auf das Wachstum einiger Penicilliumarten® 


Von 
W. FLAIG und H. L. Scumipt 


Mit 13 Textabbildungen 
(Hingegangen am 18. Februar 1957) 


- Die Huminsauren, die als amorphe, dunkelbraune, in Alkali lésliche 
und mit Sduren fallbare, hédhermolekulare organische Substanzen 
definiert worden sind, stellen ein verhaltnismaBig stabiles Produkt 
biologischer und chemischer Umsetzungen der organischen Substanz im 
Boden dar, dessen chemischer Aufbau bis heute noch unbekannt ist. Die 
chemischen und biologischen Faktoren aber, denen die Huminsauren ihre 
‘Entstehung verdanken, fiihren im Boden nach und nach zu weiteren 
Umwandlungen dieses Naturstoffes und schlieBlich unter gewissen 
Bedingungen auch zu einem Abbau. Diese Umwandlungs- und Abbau- 
vorgange sind jedoch bis heute noch kaum naher bekannt, und auch die 
Frage nach der Beteiligung der Mikroorganismen an diesen Prozessen ist 
noch wenig geklart, obwohl sich schon eine Reihe von Arbeiten mit der 
Verwertbarkeit von Huminséuren durch Mikroorganismen beschaftigt 
haben. Diese schwere Zersetzbarkeit sowie die noch unvollkommenen 
Verfahren zur chemischen Untersuchung der Huminsauren, mit denen eine 
Veranderung dieser Substanzen nur schwer nachweisbar ist, mégen ein 
Grund hierfiir sein. 


_ Aus der Literatur sind die Versuche von SOHNGEN (1913) zu nennen, der die 
Baktrion von Natriumhumat als Kohlenstoffquelle fiir einige Mycobakterien und 


Bakterien beschreibt und die Mitteilungen von FiscueEr u. Mitarb. (1927a), die auf 

einem aschearmen Humuspraparat aus Kasseler Braun die Entwicklung eines 

Penicillium beobachteten. In einer weiteren Arbeit von Fiscuer u. Mitarb. (1927) 

oo sie KREULEN, der eine Verwertung des Kohlenstoffes von Huminsauren aus 
ohle fiir Schimmelpilze annimmt. 

Uber den Abbau von Fichten- und Buchenhumus durch einige Bodenpilze und 
ctinomyceten berichtet Pistor (1930) und iiber die humuszehrende Wirkung von 
etinomyceten und ,, Humusbakterien“‘ PonrowitscH (1938). SoROKINA u. Mitarb. 

1933) nennen Act. flavus, Bac. mycoides und cellulosezersetzende Bakterien als 


umuszersetzer. 


| * Auszug aus der Dissertation H. L. Scumipt: Uber die Einwirkung von 
uminsauren auf das Wachstum einiger niederer Bodenpilze“, Hohenheim 1955. 
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Ferner sind die Arbeiten von Wernstock-Fucus (1939) und von Fucus u. 
Mitarb. (1942) itber das Wachstum verschiedener Mikroorganismen auf Humin- 
sduren (Bakterien, Pilze, Actinomyceten) anzufiihren, bei denen sich Huminsaure- 
praparate unter Einwirkung der Mikroorganismen aufhellten. Es scheint sich aber 
bei dieser Aufhellung der schwarzen Humatlésungen, die als Abbauvorgang an- 
gesehen wurde, um Huminsiuren zu handeln, die infolge der Saureausscheidung der 
Kulturen ausgefallen waren, und bei denen die Sauren als Spaltprodukte der 
Huminsauren angesehen wurden. 

RuscumMann (1941) nennt die Humusbildung und -zersetzung ein Garungs- 
problem, bei dem besonders Actinomyceten an den Abbauprozessen beteiligt seien. 
Kuster (1950) berichtet tiber das Wachstum einiger Mycobakterien und Pro- 
actinomyceten auf Bodenhumuslésungen als Kohlenstoffquelle. Ferner liegen 
Beobachtungen von ALEXANDROWA (1953) vor, nach denen auf humushaltigen 
Nahrmedien als Kohlenstoffquelle, die mit Boden beimpft wurden, Actinomyceten 
und Pilze ein schwaches Wachstum entwickelten. Auch sulfatreduzierende Bak- 
terien zeigten mit Huminsauren als Kohlenstoffquelle eine gewisse Entwicklung. 

Uber die Verwertbarkeit von Huminsauren als Stickstoffquelle liegen die 
Untersuchungen von REINITzER (1900), NrxrrrysKy (1902) und Ktster (1953) vor, 
bei denen Huminsauren Pilzen (bedondars Penicillien) als Stickstoffquelle dienten. 
Auch Kuprina (1951) stellte fest, daB Pilze, Actinomyceten und Bac. mycoides in 
geringem Umfange den Stickstoff der Huminséuren ausnutzten; als Kohlenstoff- 
quelle war ihr Praparat nur in ganz geringem MaBe von Asp. niger, den Actinomyceten — 
und Azotobacter verwertbar. THIELE u. Mitarb. (1953) beobachteten die Aufhellung 
von Huminséureagar durch Hefe-, Schimmelpilz- und Bakterienkolonien, ohne 
jedoch weitere Versuche durchzufiihren. : 

Neben diesen Untersuchungen sind einige Autoren zu nennen, die eine Ausnutz- — 
barkeit von Huminsiuren durch Mikroorganismen nicht bestatigen, so Hoppn- 
SEYLER (1889), Wreumer (1925). Ripper u. Mitarb. (1935) zeigten, daB Asp. niger 
seine stickstoffhaltigen Autolyseprodukte, die den Humusstoffen ahneln, nicht mehr 
als Stickstoffquelle ausnutzen konnte. Uber Cellulosezersetzer berichten WAKSMAN — 
u. Mitarb. (1932), daB sie synthetische Huminsiuren als Stickstoffquelle nicht — 
verwerteten, und Brrut u. Mitarb. (1938) teilen mit, daB cellulosezersetzende 
Bakterien den Kohlenstoff von Cellulose-Huminsauren nicht angreifen konnten. 
Auch von bestimmten Pilzen im Waldboden scheinen Humusstoffe nicht minerali- 
siert zu werden (TRrscHow, 1942, Mrymr, 1950, WinTER, 1951). | 


Mit diesen Ergebnissen aus der Literatur lit sich die Frage des : 
Abbaus von Huminsiuren nur unvollstaéndig skizzieren, vor allem in~ 
Hinsicht auf die schwierige Methodik der Humusuntersuchung in Ver- 
bindung mit den unterschiedlich gewonnenen Priaparaten und Her- 
kinften von Huminsiuren. Bei den Huminsiuren, die fiir solehe bio- 
logischen Abbauversuche verwendet werden, ist eine sorgfiltige Isolie- 
rung und Reinigung der Priiparate notwendig, weil anorganische — 
Bestandteile und Huminsiiurevorstufen in ihnen auf Mikroorganismen 
einen Kinflu8 ausiitben kénnen und die dadurch entstehenden Neben- 
wirkungen eine Deutung der Ergebnisse erschweren. Unter diesem 
Gesichtspunkt miissen auch viele auf diesem Gebiet bisher veréffent-— 
lichte Arbeiten gesehen werden, aus denen namentlich dann keine 
sicheren Schliisse gezogen werden kénnen, wenn die Praparations-_ 
technik der untersuchten Huminsadurepraparate an einer sone 


t 


a 


Einwirkung von Huminsauren auf das Wachstum einiger Penicilliumarten 3 


Behandlung des Naturproduktes nach dem Stand heutiger Erfahrungen 
zweiteln laBt oder wenn bei wenig gereinigten Priiparaten eine Beein- 
flussung der Ergebnisse oder Beimengungen nicht ausgeschlossen wurde. 

Hs ist nach den bisherigen Ergebnissen wenig wahrscheinlich, daB die 
gesamte Mikroflora eines Bodens an den Vorgingen der Huminsdure- 
zersetzung beteiligt ist. Vielmehr scheint es sich um bestimmte Gattun- 
gen und Arten zu handeln, die diesen Abbau hervorrufen, obgleich bei 
den bisher beschriebenen Organismen noch keine biochemischen Leistun- 
gen (z. B. Fermente) bekanntgeworden sind, die ihre Eigenschaft als 
Huminsaurezersetzer geniigend erklaren. 

Auf der Suche nach Mikroorganismen mit speziellen physiologischen 
Leistungen, die den Abbau der Huminsauren verursachen kénnen, 
wurde der Abbau heterocyclischer Stickstoffverbindungen studiert, da 
man annimmt, daf auch in den Huminsauren ein Teil des Stickstoffes in 
heterocyclischer Bindung vorliegt (RipPEL-BALDES u. Mitarb., 1944), 
und daB der mikrobiologische Angriff am Stickstoff der Huminsauren 
beginnt (KtstEer, 1953). Da es sich bei den Heterocyclen um nieder- 
molekulare Verbindungen handelt, bei den Huminsiuren jedoch um ein 
hohermolekulares Produkt, konnen die mit jenen erhaltenen Ergebnisse 
nicht ohne weiteres auf Huminsduren tibertragen werden. Erst wenn sich 
fiir einen Huminsaurezersetzer die Ausnutzbarkeit bestimmter Hetero- 
cyclen erweist, gewinnt der Vergleich zwischen Heterocyclen und Humin- 
sduren eine Bedeutung fiir die Beurteilung der Verwertbarkeit des Humin- 
saurestickstoffs. 

Methodiseches 

1. Humins&auren. Fiir die vorliegende Arbeit wurden aus einer maBig degra- 
dierten Schwarzerde (Schéppenstedt/Elm) Huminsaiuren extrahiert. Die Aus- 
fithrung der Extraktion wurde in Anlehnung an die Arbeit von KiAmRorTH (1954) 
mit 0,5%iger Natronlauge nach Salzsiurevorbehandlung vorgenommen. Um die 
gewonnenen Huminsduren zu reinigen, wurden die Praparate mehrfach umgefallt 
und im alkalischen Medium durch Membranfilter gesaugt. Die so gereinigten 
Praparate (A und B) wurden ausgefroren, bis zur Chlorfreiheit ausgewaschen und 
_darauf im Hochvacuum getrocknet. Die Zusammensetzung der gewonnenen 
Huminsaurepraparate gibt Tab. 1 wieder. 

Die Zugabe von Huminsauren erfolgte in allen Versuchen als Natriumsalz, da 
nach Nikrrrmsky (1902) Natriumhumat die am besten verwertbare Form der 
Huminsauren darstellt. 

Die Huminsauren wurden in 1 n oder 0,1 n Natronlauge dispergiert und den 
VersuchsgefaBen nach der Sterilisation der Nahrlésung zugesetzt. Der px-Wert der 
Natriumhumatlésung wurde mit Salzséure auf den py-Wert der Nahrlosung 
gebracht. Um Infektionen der Nahrlésung durch die Zugabe der nichtsterilisierten 
Huminsauren zu vermeiden, wurden die Humatlésungen vorher im Wasserbad fiir 
4—5 min auf 70—75°C erwarmt. Verunreinigungen der Versuche durch die 
temperaturempfindlichen Penicilliwm-Arten (LEOPOLD, 1953) oder durch andere 
Organismen wurden nach dieser Behandlung nie beobachtet. Die Beimpfung der 
Versuche wurde auBerdem jedesmal in einem besonders gereinigten Impfraum 


vorgenommen. 
‘ 1* 
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2, Herkunft der Pilze. Fiir die Abbauversuche an Huminsauren 
wurden mit einer Ausnahme Penicilliwm-Arten verwendet, da in der 
Literatur bisher neben verschiedenen Actinomyceten, Proactinomyceten 
und Bakterien namentlich Schimmelpilze als Huminsaurezersetzer 
genannt worden sind. Die Literaturangaben (Rermirzer, 1900; NrKr- 
TINSKY, 1902; Prstor, 1930; KuprinA, 1951; Kister, 1953) lieBen es mit 
eigenen Beobachtungen im Labor, bei denen haufig Penicilliwm-Arten 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Huminsdurepraparate! 


Elementarzusammensetzung in Prozent 
Asche in % des der organischen Substanz 
Gesamtpraparates = 3 | 
Stickstoff | Kohlenstoff Wasserstoff 
A 13,4 2,29 52,43 3,99 
B 7,3 2,07 52,90 4,06 
H.S.7? 13,8 2,47 51,33 4,83 


1 Die Analysen wurden von Herrn Dr. TH. BREYHAN aus dem Chemischen 
Untersuchungslaboratorium der Forschungsanstalt fiir Landwirtschaft durch- 
gefiihrt. 

2 Fiir die Uberlassung dieser Huminsauren danken wir Frl. Dr. B. KLAmMRorTH. 


auf verschiedenen Huminsaurepraparaten beobachtet wurden, aussichts- 
reich erscheinen, fiir die Versuche Penicillium-Arten zu verwenden. 
Vornehmlich wurden aber Penicillien aus natiirlichen, humushaltigen 
Standorten auf ihre humuszersetzenden Fahigkeiten hin untersucht, da 
es zweckmabig erschien, die in einem an Huminséuren reichen Standort 
vorkommenden Organismen auf ihre Eigenschaften als Huminsaure- 
zersetzer zu untersuchen. 


Tabelle 2. Herkunft und Bezeichnung der Pilzsttimme 


Art | Stammbez. Herkunft 

Penicillium frequentans. . . . . 1100/2 Schwarzerde 

. 06 1100/3 Streptomyceten-Huminsaure 

- spinulosum. . . .. 1200/3 Torfmoor 

» »» 1200/8 Schwarzerde 

+ “A 1200/11 Labor-Huminsauren 

4 lvidum ...... 1300/1 Torfmoor 

ap roseo-purpureum . . 1500/2 Schwarzerde 

-) “0 1500/4 Torfmoor 

r lilacinum ..... 1800/8 Schwarzerde 

- miczynskit. . . . . 2000/6 Torfmoor 

ss chrysogenum.... 2300/7 Torfmoor 
Trichoderma lignorum .... . 5700/3 Torfmoor 


Fiir die vorliegende Untersuchung wurden Penicilliwm-Arten, be- 
sonders aus Schwarzerde und aus Torf, isoliert. Die Bestimmung der 
Arten geschah nach Raprr, THom u. Fenner (1949). Tab. 2 gibt eine 
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Aufstellung der Arten und ihrer Herkunft. Als einzige Ausnahme wurde 


neben Penicillium-Arten Trichoderma lignorum in einigen Versuchen 
verwendet. 


3. Nahrlésungen. Die Pilze wurden in Mineralsalznihrlésungen kultiviert, 
denen Huminsaéuren in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wurden. Zur 
Anwendung kamen zwei Nahrlésungen, die sich nur durch die Kohlenstoffquelle 
unterschieden: Czapek-Dox-Nahrlésung (Glucose) und Czapek-Nahrlésung (Saccha- 
rose). Bei den Versuchen mit Huminsauren als Nahrstoffquelle wurde einmal die 
Glucose und einmal das Nitrat in der Czapek-Dox-Nahrlésung durch Huminsauren 
ersetzt. 


Huminsiuren als Kohlenstoff quelle 


Die Versuche wurden in 200er Erlenmeyer-Kolben mit je 50 ml Nahrlésung 
angesetzt; darin betrug die Konzentration der als Kohlenstoffquelle zugesetzten 
Huminsauren (Praparat 7) 0,05% ; 0,29; 0,596 und 1,094. Die Nahrlésung enthielt 
die Mineralzusammensetzung von Czapek bzw. Czapek-Dox ohne Glucosezusatz. In 
50 ml Nahrlésung waren daher 25 mg, 100 mg, 250 mg und 500 mg des Humin- 
saurepraparates enthalten, dessen Kohlenstoffgehalt unter Beriicksichtigung der 
anorganischen Beimengungen 44,259 betrug. Dieser Konzentrationsbereich ent- 
hielt die theoretisch notwendigen Kohlenstoffmengen fiir ein Mycelwachstum, wenn 
man annimmt, da der Kohlenstoff der Huminsauren auch in einer fiir die Pilze 
verwertbaren Form vorliegt. In der Konzentration von 0,05% der Huminsiuren 
__war infolge des niedrigen Kohlenstoffgehaltes nur ein sehr schwaches Wachstum zu 
erwarten, die weniger intensive Braunfairbung dieser Nahrlésung erlaubte es aber, 
die Entwicklung des Mycels wahrend der Versuchsdauer zu beobachten. 

Als Vergleich zur Verwertbarkeit des Kohlenstoffs der Huminsaiuren wurde eine 
Nahrlésung mit 1% Glucose (409% Kohlenstoff) als Kohlenstoffquelle angesetzt, als 
Blindwert diente die Mineralnahrsalzlésung ohne jeden Zusatz einer Kohlenstoff- 
quelle. Die Huminsauren wurden erst nach dem Sterilisieren der Nahrlésung zuge- 
geben. Je Konzentration wurde mit 4 Parallelen gearbeitet; die Versuchsgefafe 
wurden bei 25—27° C bebriitet. 


In 10tagigen Versuchen mit Pen. frequentans (1100/2) und Pen. roseo- 
purpureum (1500/2) wurde kein Wachstum der Pilze auf Huminsduren 
beobachtet. In dieser Zeit hatten sich nur auf der Nahrlosung mit 
Glucosezusatz Myceldecken gebildet. In den Versuchskolben mit 
- Huminsauren zeigten sich nur kleine submerse Fléckchen ausgekeimten 
Myeels, die auf keiner Konzentration diesen Entwicklungszustand tiber- 
schritten hatten. Auch der Blindwert wies kleine submerse Fléckchen 
gekeimter Hyphen auf. Die Mycelgewichte waren so gering, daB sie nicht 
bestimmt werden konnten. 

Auch 25tiagige Versuche mit Huminsaurekonzentrationen von 0,05%, 
0,2% und 0,5% Natriumhumat an Pen. lividum, Pen. spinulosum 
(1200/8) und Pen. miczynskii zeigten das gleiche Ergebnis. Die Ver- 
gleichsnahrlésungen dieser Versuche, die eine Glucosekonzentration von 
0,5% enthielten, lieferten in dieser Zeit Mycel-Trockengewichte zwischen 
50 und 90 mg. Auch bei 5—6wochigen Versuchen mit Pen. spinulosum 
(1200/3), Pen. lilacinum und Trichoderma lignorum zeigte sich nie ein 
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eigentliches Wachstum auf den verschiedenen Huminsaurekonzen- 
trationen. Es wurden nie Oberflachenmycelien ausgebildet, sondern nur 
submerse Mycelfléckchen. Lediglich bei Pen. lilacinum waren die sub- 
mersen Mycelflocken auf den GeféBen mit Huminsauren etwas kraftiger 
ausgebildet und konnten vom Filter abgenommen und getrocknet 
werden. Das Ergebnis gibt Tab. 3 wieder. 


Tabelle 3. Myceltrockengewichte (MTG) von Pen. lilacinum 
auf Huminsdéuren als Kohlenstoffquelle 


Huminsaure Glucose 
005% | 0,2% | 05% | 0,5% 
MTGinmg...... [Lat 0,08» [207 3°°0, 00) aot 


Da in diesen Versuchen der Kohlenstoff der Huminsauren nicht aus- 
nutzbar war, wurde untersucht, ob eine Sterilisation der Huminsauren 
im Autoklaven die Ausnutzung des Huminsaurekohlenstoffes veranderte. 


Fir diese Versuche wurden die Mycelfléckchen aus den GefaBen entfernt und die 
gleichen Versuchskolben mit den Humatlésungen verwendet, nachdem das ver- 
dunstete Wasser ersetzt und der py-Wert (5,4) tiberpriift worden war. Die GefaBe 
wurden darauf im Autoklaven 15 min sterilisiert und mit der gleichen Pilzart wie im 
vorhergehenden Versuch beimpft. Die Versuchsdauer betrug bei Pen. roseo- 
purpureum (1500/2), Pen. lividum und Pen. spinulosum (1200/8) 4 Wochen, bei 
Pen. lilacinum 5 Wochen und bei Pen. miczynskii, Pen. spinulosum (1200/3) und 
Trichoderma lignorum 7 Wochen. 

Diese Versuche zeigten das gleiche Resultat wie die Versuche mit 
unsterilisierten Huminséuren: Auer einer schwachen submersen 
Keimung wurde kein Wachstum festgestellt. Die Sterilisation der 
Huminsauren hatte also die Ausnutzbarkeit ihres Kohlenstoffs fiir die 
Pilze nicht erhoht. 

Man darf mit Sicherheit annehmen, da’ auch in der Natur der Abbau 
der Humusstoffe nur sehr langsam vor sich geht, und daf dieser Zer- 
setzungsvorgang wahrscheinlich an bestimmte Bedingungen gekniipft 
ist, tiber die aber bisher im einzelnen noch sehr wenig bekannt ist. Auch 
bei den bisherigen Versuchen, in denen die Huminsaduren als Kohlenstoff- 
quelle kein Pilzwachstum erméglicht hatten, erhebt sich die Frage, ob die 
Organismen diesen Abbau nicht vornehmen kénnen, oder ob andere 
Faktoren fiir die Zersetzbarkeit noch von Bedeutung sind. Vorversuche, 
in denen die Pilze auf Agar mit Huminsiuren in der Konzentration von 
0,1% als Kohlenstoffquelle geimpft worden waren, hatten nur ein sehr 
sparliches Koloniewachstum ergeben, es schien also auch auf festem 
Nahrboden keine Verwertung des Kohlenstoffs der Huminsauren statt- 
zufinden. Es wurde daher noch ein weiterer Versuch angesetzt, der iiber 
mehrere Monate bebriitet wurde, um den Einflu8 der Zeit bei diesen 
Versuchen zu beriicksichtigen. 
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Zu 150 ml einer Mineralsalzlésung in 300er Erlenmeyer-Kolben wurden Humin- 
séuren des Praparates A in einer Konzentration von 0,2°%, (300 ml Huminsauren je 
VersuchsgefaB mit 45,49, Kohlenstoff) der Nahrlésung nach dem Sterilisieren der 
Kolben zugesetzt. Als Blindwert diente wieder die Mineralnahrsalzlésung ohne 
Kohlenstoffquelle. Mit jedem Pilz wurden 5 Parallelen beimpft. Der Versuch wurde 
mit Pen. roseo-purpureum (1500/2), Pen. spinulosum (1200/3) und Trichoderma 
lignorum angesetzt und 5 Monate lang bei 25—27°C im Brutraum gehalten. 
Wahrend dieser Zeit wurde zweimal das aus den KulturgefaBen verdunstete Wasser 
unter sterilen Bedingungen ersetzt. 


Nach Beendigung des Versuches konnte in keinem Kolben mit 
Huminsauren ein Pilzwachstum festgestellt werden, nur vereinzelt waren 
ausgekeimte submerse Mycelflocken zu beobachten. Der gré8te Teil der 
Huminsauren war wahrend der Versuchsdauer in Liésung geblieben, nur 
auf dem Boden der Kolben hatte sich ein dinner, schleimiger, brauner 
Satz gebildet, in dem aber Pilzzellen oder -hyphen nicht festgestellt 
werden konnten. Der pp-Wert in diesen GefaiBen betrug 5,9 im Gegensatz 
zu den Kolben ohne Kohlenstoffquelle, die ein py von 5,4 aufwiesen und 
- in denen auch nur schwache submerse Mycelflocken in der klaren Nahr- 
l6sung zu sehen waren. Der schleimige Bodensatz und der schwache pq- 
Anstieg in den Kolben mit Huminsauren deuteten darauf hin, daB das 
anfanglich ausgekeimte Mycel infolge des ‘Mangels an verwertbarem 
Kohlenstoff autolysiert sein muBte. 

Der Versuch zeigte, da8 die untersuchten Pilzarten den Kohlenstoff der 
Huminsaéuren auch wahrend einer 5monatigen Bebriitung nicht aus- 
nutzen konnten. Es scheint damit sicher zu sein, daB diese Pilze einen 
Abbau der Huminsauren unter diesen Bedingungen nicht hervorrufen. 


Huminsiuren als Stickstoffquelle 

- In diesen Versuchen konnte als Mafstab fiir die Ausnutzbarkeit des 
Stickstoffs in den Huminsauren ebenfalls nur das Wachstum der Pilze 
herangezogen werden, weil mit den bisherigen Untersuchungsverfahren 
Veranderungen des Molekiilaufbaues der Huminsauren nicht sicher fest- 
zustellen sind. Auch Stickstoffanalysen der Huminséuren in der Nahr- 
lésung nach Beendigung der Kulturversuche boten keine ausreichende 
Sicherheit, da bekannt ist, daB die Pilze wahrend des Wachstums 
organische Stickstoffverbindungen in die Nahrlésung ausscheiden 
kénnen, die von der Analyse mit erfa8t werden (BEHR, 1930; Morton, 
1951). 

Bei Vorversuchen mit einer stickstofffreien Nahrldsung zeigte sich, 
daB einige Penicillium-Arten auch ohne zugesetzte Stickstoffquelle in der 
Nahrlésung schwache Myceldecken bildeten, deren Trockengewichte bei 
Pen. frequentans, Pen. roseo-purpureum und Pen. miczynskit 15,1; 23,1 
und 24,0 mg erreichten. 


Ahnliche Beobachtungen sind schon in der Literatur beschrieben (REINITZER, 
1900; Scuoser, 1930) und von mehreren Forschern als Luftstickstoffbindung bei 
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Pilzen untersucht worden (FROHLICH, 1908; Krisuna, 1928; ScHoper, 1930; 
Pistor, 1930; ScHANDERL, 1940, 1942; Fret, 1942). Diese Ergebnisse sind jedoch 
von anderen Forschern nicht bestatigt worden, die zum Teil mit gleichen Kulturen 
und gleicher Methodik die Versuche nachgearbeitet haben (ScHRODER, 1932; 
Kape.pacn, 1932; Lonnis, 1943; Scuerrer u. Mitarb., 1950; Srapp, 1951). 

Die Ergebnisse dieser Arbeiten waren in Verbindung mit den eigenen 
Betrachtungen aber fiir die Versuche mit Huminsauren als Stickstoff- 
quelle von Bedeutung, weil als MaBstab fiir die Verwertbarkeit dieses 
Stickstoffs nur die gebildete Organismensubstanz herangezogen werden 
konnte. Wenn als Ursache des Pilzwachstums auf der nitratfreien Nahr- 
lésung z. B. die Verunreinigung der Luft mit Ammoniak in Betracht kam 
oder auch die in der Literatur behandelte Luftstickstoffbindung durch 
Pilze, dann schien die Anwendung der obengenannten Methode keine 
geniigend sicheren Anhaltspunkte fiir die Ausnutzung des Stickstoffs der 
Huminsauren zu geben. Besonders die Méglichkeit der Luftstickstoff- 
bindung durch Pilze mufte in diesem Zusammenhang untersucht 
werden, weil eine etwaige Bindung des atmospharischen Stickstoffs bei 
den Versuchen mit Huminséuren nicht ohne weiteres ausgeschaltet 
werden konnte. Die Methodik, mit der die obengenannten Autoren 
arbeiteten, bestand im wesentlichen darin, daB sie die untersuchten 
Mikroorganismen in synthetischen oder natiirlichen Nahrmedien kulti- 
vierten, sie zum Teil mit ammoniak- und stickoxydfreier Luft be- 
schickten und den Stickstoffgewinn mit Kjeldahl- oder Mikro-Kjeldahl- 
Bestimmungen nachwiesen. 

Die bisher in der Literatur nicht eindeutig geklirte Frage der Luft- 
stickstoffbindung bei Pilzen machte einige Untersuchungen iiber die 
Stickstoffbindung der in den Versuchen mit Huminséuren verwendeten 
Pilzarten nétig. Im Rahmen der Versuche mit Huminsiéuren kam es 
nicht darauf an, die Bedingungen festzustellen, unter denen eine Luft- 
stickstoffbindung stattfindet oder unter Umstiinden besonders giinstig 
verlauft; untersucht wurde nur, ob den Pilzen unter den Bedingungen der 
Versuchsanstellung mit Huminsiuren als Stickstoffquelle eine Assi- 
milation des molekularen Luftstickstoffs méglich ist. 


Fiir diese Versuche wurde eine Czapek-Dox-Nahrlésung (px 5,4) ohne Stickstoff- 
quelle verwendet, die aus analysenreinen Chemikalien und bidestilliertem Wasser 
hergestellt wurde. Die Pilze wurden in 1 Liter-Erlenmeyer-Kolben kultiviert, die 
einen Aufsatz zur Beliiftung der GefaiBe trugen. Die Versuchsanstellung war 
folgende: Aus einer PreBluftflasche wurde die Luft durch eine Spiralwaschflasche 
mit konz. Schwefelsaiure geleitet, darauf durch eine zweite Spiralwaschflasche mit 
gesattigter Natriumbicarbonatlésung, hinter die eine einfache Waschflasche mit dest. 
Wasser geschaltet war. Die Luft passierte dann ein Wattefilter und trat in das Kul- 
turgefiB ein. Auf diesem Wege wurden Ammoniak und nitrose Gase gebunden, ohne 
dafi das CO, aus der Luft entfernt wurde. Durch die Waschflasche mit dest. Wasser 
erhielt die Luft einen geniigenden Feuchtigkeitsgehalt, so daB wahrend der Ver- 
suchsdauer eine Verdunstung der Nahrlésung nicht eintrat. Die Beliiftung der 
Kulturen wurde vorgenommen, weil bei der Assimilation des Luftstickstoffs eine 
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Verringerung der im Gefai8 vorhandenen Luftmenge erwartet wurde, wie ScHAN- 
DERL (1940) es bei Cladosporium cellare beschrieben hat. 

Die VersuchsgefiBe (Abb. 1) wurden nach dem Sterilisieren in einem keimfreien 
Raum mit der Nahrlésung durch den Hahn J bis an die Absperrhahne 2, 3 und 4 
gefiillt, um die im GefiB vorhandene Luft zu verdringen. Darauf wurde mit der von 
Stickstoffverbindungen befreiten Luft die Nahrlésung durch Hahn 3 bis auf 500 ml 
(Kichstrich an der GefaBwand) wieder aus dem BeliiftungsgefaB herausgedriickt, so 
da sich im GefaB iiber der Nahrlésung nur gereinigte Luft befand. Der Hahn 1 
wurde darauf geschlossen und Hahn 3 ge6ffnet, damit der von Stickstoffverbin- 
dungen befreite Luftstrom durch das VersuchsgefaB 
zirkulieren und damit fiir eine standige Zufuhr an 
molekularem Stickstoff der Luft sorgen konnte. Die 
Beimpfung der KulturgefaéBe erfolgte durch den 
Ansatz bei 4 mit einer Sporensuspension, die mit 
Hilfe der Nahrlésung hergestellt worden war. 

Vor Beginn der Versuche wurde der durch die 
Apparatur geleitete Luftstrom auf Freiheit von 
Stickstoffverbindungen iiberpriift. An Stelle der 
VersuchsgefaiBe wurden Waschflaschen mit NESSLERS 
Reagens geschaltet, durch die 4 Wochen lang die 
gereinigte Luft perlte. Wahrend dieser Zeit blieb 
das Reagens farblos. Das Vorhandensein von nitro- 
sen Gasen wurde dadurch nachzuweisen versucht, 
daB sie mit Sulfanilsiure diazotiert und mit 6-Naph- 
thol zum Diazofarbstoff gekoppelt wurden. Auch 
diese Reaktion verlief negativ. In der gereinigten 
Luft war also die Gegenwart von Ammoniak und Abb. 1. Versuchsgefa8 zur 
nitrosen Gasen nicht nachzuweisen. Beliiftung von Pilzkulturen auf 

Die Stickstoffmangelversuche wurden mit 6 Peni- eS ate 
cillium-Arten durchgefihrt. Die Versuchsdauer be- 
trug 20 Tage bei 27°C. Die Kulturen wurden wahrend dieser Zeit mit der gereinigten 
Luft beschickt, dabei wurde durch jedes GefaB 0,8—1,0 Liter Luft/Stunde geleitet. 


Bei allen Pilzen war das Wachstumsbild der sich unter diesen Be- 
dingungen entwickelnden Mycelien das gleiche: Schon nach einigen Tagen 
hatten sich auf dem Boden der KulturgefiBe farblose diinne Mycel- 
schleier gebildet, die keine weitere Entwicklung zeigten. Es entstanden 
auch an der Oberflaiche nur vereinzelte Mycelflocken, an denen nur zum 
Teil eine sehr schwache Conidienbildung beobachtet wurde. Die px- 
Werte der Nahrlésungen waren bei Beendigung der Versuche unver- 
andert. Die Versuchsergebnisse, die gut reproduzierbar waren, zeigt 
Tab. 4. Die Stickstoffbestimmungen in den getrockneten Mycelien 
wurden nach Dumas vorgenommen, die Myceltrockengewichte (MTG) 
stellen den Mittelwert aus 4 Parallelen dar. 

Das geringe Trockengewicht in diesen Versuchen und die niedrigen 
Stickstoffwerte in den Mycelien sprachen nicht fiir eme Assimilation des 
Luftstickstoffs in gréBerem Umfang. Da die Mycelien nur sehr geringe 
Stickstoffmengen aufwiesen, wurde auf die Bestimmung des etwa noch in 
der Nahrlésung befindlichen Stickstoffs, der methodisch nach Dumas nur 
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sehr schwer bestimmbar war, verzichtet. Bei den schwachen submersen 
Mycelien, die mit der Luft nicht in Berithrung standen, war eine Luft- 
stickstoffbindung kaum denkbar. Die Art des Wachstums deutete viel- 
mehr auf ein Hungerstadium hin, denn in keinem Versuch zeigte ein Pilz 
unter diesen Bedingungen eine normale Entwicklung. Die gut fafbaren 
Mycelmengen zeigten jedoch, daB die Pilze auch ohne Stickstoffquelle in 
der Nahrlésung noch ein schwaches Mycel bilden kénnen und daf ihr 


Tabelle 4. Mycelwachstum auf stickstofffreier Nahrlésung nach 20 Tagen Kulturdauer 
(Anf.- u. End-px 5,4) 


Art | MTG in mg | Nin% Beobachtungen 
Pen lacing. Wy 8 -< ee | 18,8 + 1,61 | Lis : Mycel submers 
Vi=20 
Pen. roseo-purpureum (1500/2)... . | 261+ 2,34 | 1,32 | Mycel submers 
| V = (+) 
Pen. spinulosum (1200/3)... ... . | 9,9+ 0,66 | 1,90 | Mycel submers 
Pen. frequentans (1100/2). ...... | 13,3+ 0,81 | 1,57 | Mycelsubmers 
Vi=0 
‘Pen. Veidumy. feds ce Pee eae 19,7 + 1,13 | 1,22 | Mycelsubmers 
oY 
Pen. nrceynshit tse eee 9,9+ 0,39 1,36 | Mycel submers 
Vi 


V = Versporung; / = sehr schwach; (+) = schwach. 


Wachstum unter den tiblichen Laborbedingungen nicht als absoluter 
MaBstab fiir die Verwertbarkeit des Stickstoffs eines Substrates an- 
gesehen werden kann, wenn iiber dessen Aufnehmbarkeit nichts sicheres 
bekannt ist. 


Wachstumsversuche unter Ausschaltung des Luftstic kstoffs 


Die geringe Mycelbildung unter den oben genannten Bedingungen lieB 
eine Bindung des Luftstickstoffs durch die Pilze unwahrscheinlich 
erscheinen. Trotzdem wurden einige Versuche unter Ausschaltung des 
Luftstickstoffs wiederholt. Unter diesen Bedingungen wurde auch das — 
Pilzwachstum auf Huminsiuren als Stickstoffquelle untersucht, um die 
MOoglichkeit auszuschalten, daf unter dem Einflu8 der Huminsauren eine 
gesteigerte Luftstickstoffbindung stattfindet, wie sie KuDRINA (1951) und 
Kovats (1938) bei Azotobacter beschrieben haben. 

In diesen Versuchen wurden die Pilze in den BeliiftungsgefiBen mit einem 
Wasserstoff-Sauerstoffgemisch beliiftet. Die Versuchsanstellung war folgende: Aus 
den beiden Gasflaschen mit Wasserstoff und Sauerstoff passierten die Gase zunachst 
Strémungsmengenmesser (Rota-Meter) fiir Wasserstoff und Sauerstoff, traten 
dann in ein Mischgefa8 ein und wurden von dort erst durch Waschflaschen mit 
konz. Schwefelsiure, dann durch Waschflaschen mit dest. Wasser in die Versuchs- 
gefiBe geleitet, vor die wieder Wattefilter geschaltet worden waren. Die Kultur- 
gefafSe befanden sich in einem groBen Thermostaten, dessen Wassertemperatur 
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27° C betrug. Das aus den KulturgefaBen wieder austretende Gasgemisch wurde 
durch eine Sammelleitung abgefiihrt. Die Gaszufuhr (20% Sauerstoff und 80% 
Wasserstoff) wurde an den Strémungsmengenmessern abgelesen und so eingestellt, 
daB jedes GefaB etwa 0,8 Liter Gas je Stunde erhielt. 

Im ersten Versuch wurden Pen. frequentans (1100/2) und Pen. lilacinum auf eine 
nitratfreie und eine vollstindige, 0,2% Natriumnitrat enthaltende Czapek-Dox- 
Nahrlésung geimpft. Vor dem Beimpfen waren die KulturgefaBe 2 Std mit dem 
Gasgemisch beschickt worden, um die noch in den GefaiBen enthaltene Luft zu 
verdrangen. Die Versuchsdauer betrug unter standiger Gaszufuhr 20 Tage. 


Unter diesen Bedingungen bildeten sich in der stickstofffreien Nahr- 
lésung wieder submerse Mycelflocken, auf der normalen Nahrlésung 
dagegen kraftige, gut versporende Myceldecken. Das Ergebnis zeigt 
Tab. 5, die Myceltrockengewichte stellen den Mittelwert aus 3 Par- 
allelen dar. 


Tabelle 5. Pilzwachstum auf stickstofffreier und auf normaler, 
stickstoffhaltiger Nahrlosung unter Ausschaltung des Luftstickstoffs 


Mangel- N-Gehalt Czapek-Dox- 


ach nahrlésung des Mydes Nahrlésung’ aS ect 
(N-frei) i a (0,2% Nitrat) ‘s oe = 
MTG in mg ~ MTG in mg ba 
Pen. frequentans | 
(EUS eae oe 8,8 + 0,01 1,84 2531,8 + 56,1 | 3,11 
Pen. lilacinum 
ESOOTS nas 17,3 + 3,43 1,61 2887,3 + 196,0 4,46 


In der Mangelnaéhrlésung lag das Mycelgewicht und sein Stickstoff- 
gehalt etwa in der gleichen GréBenordnung wie bei den vorhergehenden 
Versuchen. Die Bildung der geringen Mycelmengen auf der stickstoff- 
freien Nahrlésung konnte unter diesen Bedingungen nicht das Ergebnis 
einer Assimilation des Luftstickstoffs sein. Fir die Mycelbildung stand 
demnach nur der geringe Stickstoffgehalt der geimpften Conidien zur 
Verfiigung. Die auskeimenden Hyphen wuchsen also nicht unter abso- 
luter Stickstofffreiheit. 

Das ausgekeimte Mycel konnte sich aber infolge des Stickstoffmangels 
nicht iiber dieses Anfangsstadium hinausentwickeln. Im Gegensatz zu 
den Kohlenstoffmangelversuchen, bei denen sehr geringe Mycelfléckchen 
das Keimstadium darstellten, zeigten die letzten Versuche, da® in 
Gegenwart einer leicht aufnehmbaren Kohlenstoffquelle der Baustoff- 
wechsel der gekeimten Hyphen trotz des Stickstoffmangels nicht ganz so 
rasch zum Stillstand kommt. Daf dieses Entwicklungsstadium nicht als 
normales Wachstum anzusehen ist, wird auch durch die niedrigen 
Stickstoffwerte und das submerse Auskeimen angezeigt. 

Der Versuchsansatz wurde mit den gleichen Pilzen wiederholt. Nur 
wurde anstatt des Natriumnitrates der Czapek-Dox-Nahrlésung 0,5% 
Huminsauren des Praparates B zugesetzt; jedes Versuchsgefas dieser 
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Reihe erhielt damit 50 mg Huminsaurestickstoff. Das Natriumhumat 
war vorher mit dem Carboxylaustauscher IRC 50 ausgeschiittelt 
worden, um die iiberschiissigen Na*-Ionen aus der Lésung zu entfernen. 
Die Huminsauren wurden den VersuchsgefaéBen nach dem Sterilisieren 
der Nahrlésung zugesetzt. Die Versuchsdauer betrug ebenfalls 20 Tage 
bei 27° C. Die Beliiftung mit dem Gasgemisch wurde jedoch auf 12 h/d 
reduziert, da sich auf keinem VersuchsgefaB Oberflachenmycelien aus- 
bildeten. Die AuBenluft hatte zu den Kulturen keinen Zutritt. Das — 
Ergebnis zeigt Tab. 6. 


Tabelle 6. Pilzwachstum auf stickstofffreier und auf huminsdéurehaltiger Nahrlosung 
als Stickstoffquelle unter Ausschaltung des Luftstickstoffs 


| Mangel- | <a Gebate » \| sivatnas ae N-Gehalt 
Art | gore ae ' des Mycels — als N-Quelle des Mycels 
MTGinmg | in % Pee | in % 
Pen. frequentans | | 
(TLOGIZ Pass 8 rs 15,7 + 0,04 | 1,19 87,5 + 7,52 | 2,36 
Pen. lilacinum / | 
(1800/3) es rr | 16,4 + 0,06 | 1525 | 66,3 + 6,41 | 2,15 


In der Mangelnahrlosung hatten sich wieder schwache submerse Mycel- 
flocken mit niedrigem Trockengewicht und geringem Stickstoffgehalt 
gebildet. Auch in den GefaSien mit Huminsauren als Stickstoffquelle war 
das Mycel submers gewachsen, es wies aber wesentlich héhere Trocken- 
gewichte und auch einen héheren Stickstoffgehalt auf als das Mycel in der 
Mangelnahrlésung. 

Aus dem Versuch geht hervor, daf nicht eine Bindung des Luftstick- 
stoffs das Pilzwachstum auf den Huminsauren verursachte, sondern daB 
von den Pilzen etwas Stickstoff aus den Huminsauren aufgenommen 
wurde. Diese Stickstoffaufnahme spiegeln die héheren Mycelgewichte 
wider. Der Stickstoffgehalt dieser auf Huminséuren gewachsenen 
Mycelien ist jedoch niedriger als bei den Vergleichskulturen, die auf der. 
Czapek-Dox-Nahrlésung gewachsen waren. Auch dieses Ergebnis zeigt, 
da} das Mycelgewicht allein kein sicherer MaBstab fiir die Aufnehmbar- 
keit des Stickstoffs ist, sondern daf der Stickstoffgehalt des Mycels dabei 
beriicksichtigt werden muB. 

Nimmt man an, daB der gesamte Stickstoff in den auf Huminsiuren 
als Stickstoffquelle gewachsenen Mycelien aus den Huminsiiuren auf- 
genommen wurde, so ergibt sich fiir Pen. frequentans (1100/2) mit 
87,5 mg MTG eine Stickstoffaufnahme von 2 mg und fiir Pen. lilacinum 
mit 66,3mg MTG die Aufnahme von 1,4 mg Stickstoff aus 50 mg des 
gebotenen Huminsiurestickstoffs. Es wurden also von den Pilzen nur 4% 
baw. 2,8% des Stickstoffs der Huminsaéuren ausgenutzt. 
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Wirkung steigender Huminsiurekonzentrationen als Stickstoff quelle 
auf das Pilzwachstum 


Huminsauren des Priparates B wurden einer nitratfreien Czapek-Dox-Nahr- 
lésung als Stickstoffquelle in steigenden Mengen zugegeben und mit dem Pilzwachs- 
tum auf entsprechenden Nitratkonzentrationen verglichen. Die Huminsiuren 
wurden durch Ionenaustauschsaulen gereinigt und nach dem Sterilisieren der Nahr- 
lésung den VersuchsgefaBen in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt, so daB den 
Pilzen je 1, 3, 5 und 10 mg Stickstoff in Form von Huminsiuren geboten wurde. 
Diese Substanzmengen entsprechen Konzentrationen von 0,11°%; 0,32%; 0,53% 
und 1,06%, des Gesamtpriparates. Daneben liefen Parallelversuche, in denen die 


HuminsGuren - Stick stoff 


Abb. 2. Pen. jrequentans (1100/2) auf Huminsiiuren als Stickstoffquelle, 6 Tage alt 


Czapek-Dox-Nahrlésung den Stickstoff als Nitrat ebenfalls in Mengen von 1, 3, 5 
und 10 mg enthielt. Als VersuchsgefaiBe dienten 200er Erlenmeyer-Kolben mit je 
50 ml Nahrlosung. Je Konzentration wurden 4 Parallelen beimpft. Es wurden 
dieselben Pilze wie in den Stickstoffmangelversuchen verwendet, die Versuchsdauer 
betrug 20 Tage bei 27° C. 

In diesen Versuchen entwickelten sich die Pilze zum gréften Teil 
submers, die Oberflachenmycelien waren meist sehr schwach ausgebildet 
und nur bei Pen. frequentans zeigte sich eine etwas bessere Entwicklung 
(Abb. 2). 

Bei Beendigung der Versuche war der py-Wert in den Nahrlosungen 
mit Huminsauren als Stickstoffquelle fast unverandert geblieben. Nur bei 
Pen. frequentans (1100/2) sank die py-Zahl in der héchsten Huminsaure- 
konzentration von pp 5,4 auf pr 4,8. Die geernteten Mycelien wurden mit 
n/100 Natronlauge und dest. Wasser ausgewaschen und zeigten dann eine 
weiBliche bis graubraune Farbe. 

Aus Abb. 3, die den Vergleich zwischen der Nitratwirkung und der 
Huminsaurewirkung zeigt, geht hervor, daB der Nitratstickstoff und der 
Huminsiurestickstoff wie erwartet in sehr verschiedenem Umfang aus- 
genutzt wurden. Im Gegensatz zum Nitratstickstoff steht der Humin- 
sdurestickstoff den Pilzen nur in sehr geringem Mae zur Verfiigung. 
Wahrend die Nitratkurven steil ansteigen, verlaufen die Huminsaure- 
kurven flach und erreichen selbst in der héchsten Huminsaurekonzen- 
tration nur zum Teil den Wert der niedrigsten Nitratkonzentration. Die 
schlechte Ausnutzbarkeit des Huminsaurestickstoffs wird noch deut- 
licher, wenn man beriicksichtigt, daB der Stickstoffgehalt der Mycelien, 
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die auf Huminsiuren als Stickstoffquelle gewachsen waren, niedriger ist 
als der Stickstoffgehalt von Mycelien, die auf Nitrat wuchsen. 

Die auseinanderlaufenden Kurvenscharen zeigen auch, dafs die héchste 
Nitratkonzentration im Verhaltnis zur niedrigsten von den Pilzen besser 
ausgenutzt wurde, als die héchste Gabe Huminsdurestickstoff im Ver- 
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Abb. 3. Pilzwachstum auf Huminsiiuren und 
Nitrat als Stickstoffquelle. 7 Pen. spinulosum, 
2 Pen, lividum, 3 Pen. roseo-purpureum. 4 Pen. 
lilacinum, 5 Pen. frequentans, 6 Pen. miczynskii 


haltnis zur geringsten. Die Zugabe 
von 10mg Nitratstickstoff zur Nahr- 
lésung ergab gegeniiber dem Zu- 
satz von 1 mg_ durchschnittlich 
einen achtmal hdheren Mycelertrag 
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Abb. 4. Pilzwachstum bei steigenden Gaben Humin- 

siurestickstoff. 1 Pen. spinulosum, 2 Pen. lividum, 

3 Pen. roseo-purpureum, 4 Pen. lilacinum, 5 Pen. 
frequentans, 6 Pen. miczynskii 


(mit Ausnahme von Pen. lilacinum). Dagegen lieferten 10 mg Huminsiure- 
stickstoff gegentiber der Gabe von 1 mg nur viermal héhere Mycelgewichte. 
Ks zeigte sich also, daB der Stickstoff in den héheren Huminsaure- 
konzentrationen fiir die Pilze schwerer zugiinglich ist, als der Stickstoff 
in den héheren Nitratkonzentrationen. Das deutet darauf hin, daB 
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noch ein anderer Einflu8 der Huminsauren auf das Pilzwachstum ein- 
wirkt, der die Verwertbarkeit des Huminsaurestickstofts beeintrachtigt. 


Innerhalb der Nitratkurven lieBen sich simtliche Kurvenpunkte gegeneinander 
sichern. Auch bei den Huminsaurekurven konnten innerhalb jeder Kurve die 
gefundenen Differenzen gesichert werden. Eine Ausnahme macht die Kurve von 
Pen. spinulosum, in der die Unterschiede bei 1 mg und 3 mg Huminsaurestickstoff 
nicht zu sichern waren. 


Die Wachstumskurven auf Huminsduren sind der Ubersichtlichkeit 
wegen in Abb. 4 noch einmal auseinandergezogen wiedergegeben. Die 
Kurven zeigen, daB die Pilze auf die steigenden Gaben an Huminsaure- 
stickstoff nicht in gleicher Weise reagierten. Pen. spinulosum, Pen. roseo- 
purpureum und Pen. miczynskit verwerteten die steigenden Humin- 
sdurekonzentrationen schlechter als Pen. lividum, Pen. frequentans und 
Pen. lilacinum, deren Kurven steiler ansteigen. 

Der flachere Kurvenverlauf bei den ersten drei Arten im Gegensatz 
zum steileren Kurvenbild der zweiten Pilzgruppe spricht ebenfalls dafiir, 
da nicht nur die Stickstoffwirkung der Huminsaéuren das Pilzwachstum 
beeinfluBt, sondern daB eine schwache Hemmwirkung vorliegt, die sich 
auf die Pilze verschieden stark auswirkt. Pen. lilacinum z. B. erreicht 
auf der héchsten Huminséurekonzentration das doppelte Mycelgewicht 
von Pen. miczynskii und selbst bei Pen. lividum liegt das Mycelgewicht 
bei 10 mg Huminsdurestickstoff um 50% hoher als der Ertrag von Pen. 
miczynskir. 

Das verschieden starke Wachstum der Pilze unter diesen Bedingungen 
legt es daher nahe, fiir Untersuchungen tiber die Verwertung des Humin- 
sdurestickstoffs durch Pilze Arten der zweiten Gruppe zu verwenden. 


Einflu8 der Ernihrung mit Huminsdurestickstoff auf die Struktur 
des Zellinhaltes 

Bei den Versuchen in der stickstofffreien Nahrldsung wurden die 
diinnen farblosen Mycelschleier, die sich am Boden der BeliiftungsgefaBe 
gebildet hatten, nach Beendigung der 20 Tage dauernden Versuche 
mikroskopisch untersucht. Dabei zeigte sich, daB die Mycelien von allen 
in diesen Versuchen verwendeten Pilzarten einen kugelig ausgebildeten 
Zellinhalt aufwiesen, der gleichma@ig in allen Zellen auftrat. Zellwand 
und Septierung waren dagegen nicht erkennbar verandert, und nur 
einzelne Zellen wiesen Deformationen auf. Der Zellinhalt dieser Hyphen 
lieB sich nach vorangegangener Fixierung im Mannheimer Fixiergemisch 
nach Gursrop (ScHémMMER, 1949) mit Sudan III anfarben, das die 
Gegenwart von Fett anzeigt. Mit Plasmafarbstoffen wie Séurefuchsin und 
Lichtgriin waren die runden Zelleinschliisse dagegen nicht farbbar. 

Als Ursache der Fettbildung in den Hyphen muBte der Stickstoff- 
mangel angesehen werden, unter dem sich die Hyphen in der stickstoff- 
freien Nahrlésung bildeten. Die Fettbildung wird nach Hxurpx (1939) 
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durch Stickstoffmangel gefordert, wahrend dagegen eine reichliche 
Ernahrung mit Stickstoff das Pilzwachstum begiinstigt. Da Eiweib- 
stoffwechsel und Fettstoffwechsel gegensinnig verlaufen (RIPPEL, 1952), 
lieB sich der geringe plasmatische Inhalt und die zahlreichen Fett- 
einschliisse der unter Stickstoffmangel gewachsenen Zellen erklaren. 


Ahnliche Beobachtungen hat auch schon FroExH icy (1908) mitgeteilt, der in 
Pilzmycelien, die auf einer stickstofffreien Nahrlésung gewachsen waren, ebenfalls 
das Auftreten von Fettkugeln feststellte. Auch bei ScHOBER (1930) findet sich eine 
Notiz iiber den geringen protoplasmatischen Inhalt von Aspergillus-Hyphen, die auf 
einer stickstofffreien Nahrlésung gewachsen waren und die ScHOBER als Hunger- 
mycel bezeichnete. 


Dieser Zusammenhang zwischen dem Mangel an aufnehmbarem Stick- 
stoff in der Nahrlésung und der Bildung von Fett in den Zellen fihrte 
dazu, auch die auf Huminsauren als Stickstoffquelle gewachsenen 
Mycele auf die Struktur ihres Zellinhaltes hin zu untersuchen. Es wurden 
dabei die auf einer Czapek-Dox-Nahrlésung gewachsenen Zellen mit den 
auf stickstofffreier Nahrldsung und mit den auf einer Nahrlosung mit 
Huminsauren als Stickstoffquelle gewachsenen Hyphen verglichen. 


Die letzte Nahrldsung wurde wie bei den vorher beschriebenen Versuchen in 
200er Erlenmeyer-Kolben mit 50 ml Nahrlésung und einem Zusatz von 10 mg 
Huminsaurestickstoff (Praparat B) angesetzt. Diese Konzentration hatte in den 
Versuchen mit Huminsiauren als Stickstoffquelle zu den héchsten Mycelertragen 
gefiihrt, und es war anzunehmen, da in ihr die am besten ernahrten Zellen zu 
finden waren. Die Huminsaéuren wurden der Nahrlésung unsterilisiert zugesetzt. 

Da in den Nahrlésungen mit Huminsiauren als Stickstoffquelle und in den 
stickstofffreien Nahrlésungen sich die Mycelien submers entwickelt hatten, wurde 
auch das Vergleichsmycel in der Czapek-Dox-Nahrlésung submers gezogen, um eine 
bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Das submerse Wachstum des Mycels auf der 
Czapek-Dox-Nahrlésung wurde durch einen sterilen Luftstrom hervorgerufen, der 
langsam durch die Nahrlésung perlte und den GefaBinhalt standig umriihrte. Auf 
diese Weise gelang es, ein gleichmaBiges Zellmaterial zu erhalten. Das Mycel auf der 
stickstofffreien Nahrl6sung wurde wieder in den auf Abb. 1 dargestellten GefaBen 
unter den entsprechenden Vorsichtsmafregeln zur Ausschaltung von Stickstoff- 
verbindungen der Luft gezogen. Die verschiedenen Nahrlésungen wurden mit 
Pen. spinulosum (1200/3), Pen. roseo-purpureum (1500/2) und Pen. lilacinum be- 
impft. Die Kulturen wurden nach 6 Tagen abgeerntet und fixiert, denn es hatte sich 
in Vorversuchen gezeigt, daB altere Hyphen aus der Czapek-Dox-Nahrlésung fiir die 
mikroskopische Untersuchung weniger geeignet waren, da in ihnen zum Teil 
Autolyseerscheinungen beobachtet wurden. 


Die 3 Pilze zeigten unter den verschiedenen Stickstofferndéhrungs- 
bedingungen ein iibereinstimmendes Bild. Abb. 5a—c zeigen den Ver- 
gleich der verschieden kultivierten Mycelien daher nur bei Pen. spinulo- 
sum. Die auf der Czapek-Dox-Nahrlésung gewachsenen Zellen lieBen sich 
leicht mit Saéurefuchsin oder mit Lichtgriin anfarben und zeigten dabei 
einen fast gleichmaig die Zellen ausfiillenden plasmatischen Inhalt 
(Abb. 5a). Runde Zelleinschliisse waren dagegen nicht oder nur vereinzelt 
zu finden. Beobachtungen im Phasenkontrast bestitigten diesen Befund. 
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Die auf der stickstofffreien Nahrlésung gewachsenen Zellen wiesen 
wieder einen kugelig ausgebildeten Zellinhalt auf, der sich mit Sudan III 
anfarben lieB (Abb. 5b). Daneben enthielten die Zellen nur wenig mit 
Saurefuchsin fairbbares Plasma. Der Zellinhalt, der auf Huminsiuren als 
Stickstoffquelle gewachsen war, bestand ebenfalls aus vielen runden Ein- 
schliissen, die gut mit Sudan III angefarbt werden konnten (Abb. 5c). 
Das Bild dieser Zellen unterschied 
sich kaum von dem der in Abb.5b 
dargestellten Zellen, die in der 
stickstofffreien Nahrlosung ge- 
wachsen waren. Auch die Hyphen 
aus der Nahrlosung mit Humin- 
sauren als Stickstoffquelle ent- 
hielten neben den Fetteinschliis- 
sen nur einen geringen mit Saure- 
fuchsin fairbbaren plasmatischen 
Inhalt. 

Die gleiche Struktur des Zell- 
inhaltes hatte auch ein Mycel von 
Pen. frequentans (1100/2) nach der 
3fachen Kulturdauer von 20 Ta- 
gen mit 10 mg Huminsaurestick- 
stoff in 50 ml Nahrlosung. Damit 
bestatigte sich die Vermutung, 
da der Pilz bis zum Ende des Ver- 
suchs unter Stickstoffmangel litt. 

Die Struktur und das farberi- 
sche Verhalten der Zellinhalte 


fe . 4 bs Abb. 5. Pen. spinulosum. VergréBerung 790:1; 
zeigten, da} der Huminsaurestick- Alter der Mycelien: 6 Tage, a Submersmycel aus 


einer Czapek-Dox-Nahrlésung, Farbung: Sdéure- 


stoff nur in sehr geringem MaBe — gasin, » Auf stickstofffreier Nahrlésung ge- 


von den Pilzen ausgenutzt wurde. wachsene Hyphen, Farbung: Sudan TI, 
: : : : c Auf Huminsiuren als Stickstoffquelle gewachsene 
Die geringe Stickstoffaufnahme Hyphen, Firbuag: Sudan Ul 


aus den Huminsauren, die auch 

die Stickstoffanalysen der Mycelien widerspiegelten, reichte nicht zu 
einem normalen Wachstum aus, sondern fiihrte zu einem Hungerstadium, 
das durch die geringe submerse Mycelbildung und die vermehrte Fett- 
bildung in den Zellen angezeigt wurde. 


Sterilisierte und nichtsterilisierte Huminsiuren als Stickstoffquelle 
Den EinfluB der Sterilisation auf die Ausnutzbarkeit des Stickstoffs in 


den Huminsauren zeigte folgender Versuch: 


Wie in den vorher beschriebenen Versuchen wurden in 200er Erlenmeyer- 


Kolben mit je 50 ml Inhalt der Czapek-Dox-Nahrlésung als Stickstoffqueile 1, 3, 5 
9 


= 
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und 10 mg Huminsaurestickstoff zugesetzt, nachdem die Huminsauren (Praparat B) 
vorher durch Ionenaustauscher gereinigt worden waren. Es wurden 2 Versuchs- 
reihen mit. sterilisierten bzw. nichtsterilisierten Huminsiuren angesetzt. Die 
Sterilisation der Huminsiuren im Autoklaven dauerte 20 min bei 120° C. Beide 

Versuchsreihen wurden mit Pen. frequentans 
ng 7G (1000/2) beimpft und 20 Tage bei 27°C bebriitet. 
50 


Die wachsenden Kulturen bildeten 
~~ fuminsauren steriisier? wieder geringe Myceldecken aus, die auf 
Tw PE der Serie mit den sterilisierten Humin- 
siuren etwas kraftiger waren als auf den 
unsterilisierten Huminsauren. Der gro- 
Bere Teil der Mycelien entwickelte sich 
aber in beiden Reihen submers. Die Hohe 
der Myceltrockengewichte gibt Abb. 6 
wieder, die Kurvenpunkte stellen die 
Mittelwerte aus 4 Parallelen dar. 

Die Mycelgewichtskurven von den 
sterilisierten und nichtsterilisierten Hu- 
minsaéuren laufen parallel und lieBen sich 
in allen Huminsaéurekonzentrationen mit 
Ausnahme der héchsten gegeneinander 
sichern. Innerhalb jeder Kurve konnten 
alle aufeinanderfolgenden Differenzen 
gegeneinander gesichert werden. Die 
Sterilisation der Huminsauren hatte also 
die Verwertbarkeit ihres Stickstoffs etwas 
erhoht. 


40 


20 
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Cae 3 5 70mg Durch die Untersuchungen verschiedener 

Huminsiure -N ' Autoren wurde festgestellt, daB ein Teil des 

Abb. 6, Pen. frequentans auf Stickstoffs in den Huminsiiuren als Amino- 

sterilisierten und nichtsterilisierten stickstoff enthalten ist (LAatrscH u. Mitarb., 

Huminsauren als Stickstoffquelle 1951; Bremner, 1952). BREMNER bestimmte 

den Aminostickstoffgehalt der Huminsiuren 

nach der salzsauren Hydrolyse und kam zu dem Ergebnis, daB 40—45°% des 
Gesamtstickstoffs der Huminsiuren als a-Aminostickstoff vorliegt. 


Aminostickstoffbestimmungen der sterilisierten und. nichtsterilisierten 
Humatlosungen zeigten, daf die Autoklavenbehandlung einen Teil des 
fiir den Pilz unzuginglichen Stickstoffs in eine verwertbare Form iiber- 
fiihrte. Die verwendete Lésung der nicht sterilisierten Huminsduren 
enthielt auf Trockensubstanz des Gesamtpriparates berechnet 0,44°%, 
Aminostickstoff, die Lésung der sterilisierten Huminsiuren dagegen 
0,76°. Die Aminostickstoffbestimmung wurde nach vAN SLYKE durch- 
gefiihrt. Es ist anzunehmen, daf bei der Behandlung der Humatlésung 
im Autoklaven bei 120°C unter den schwachsauren Bedingungen 
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(pu 5,4) bereits eine Hydrolyse stattgefunden hat, die aus dem fiir die 
Pilze unverwertbaren Anteil des Huminsaurestickstoffs Aminostickstoff 
in Freiheit setzte. 


Adaptationsversuch an Huminsiiurestickstoft 


Auch beim Abbau anderer héhermolekularer Kérper wie z. B. Lignin 
(Gorrries u. Mitarb., 1950) und beim Dextran (NorDsTRom u. Mitarb., 
1948, zit. nach CHRISTENSEN u. Mitarb., 1951) ist der Weg der Adaptation 
bei Pilzen mit Erfolg beschritten worden. Die geringe Verwertbarkeit der 
Huminsauren als Stickstoffquelle legte es daher nahe, durch eine 
Adaptation der Pilze die Ausnutzung des Stickstoffs in den Huminsauren 
zu steigern. Diese Adaptation sollte stufenweise versucht werden, wie sie 
in ahnlicher Weise mit Polyporus abietinus bei der Adaptation an Lignin 
(GOTTLIEB u. Mitarb., 1950) erreicht worden war. 


Die Pilze wurden in Schragréhrchen auf einem Czapek-Nahrboden mit Nitrat und 
Huminsauren als Stickstoffquelle angezogen. Die Nitratkonzentration wurde dann 
allmahlich gesenkt und die Huminsiurekonzentration (Praparat A) erhdht. Es 
wurde versucht, die Pilze in 5 Stufen zu adaptieren. Die Gesamtstickstoffmenge in 
5 ml Nahrboden betrug jedesmal annahernd 1 mg. Die Nitratkonzentration im 
Nahrboden sank von 0,8 mg (1. Stufe) auf 0 mg (5. Stufe), und die Konzentration 
des Huminsaurestickstoffs stieg von 0,16 mg (1. Stufe) auf 1,0 mg (5. Stufe). Die 
Menge von 1 mg Huminsaurestickstoff entsprach einer Huminsdéurekonzentration 
von 1% im Nahrboden. Die Huminséuren waren dem Nahrboden unsterilisiert 
zugegeben worden. 

Fir den Versuch wurden 6 Penicilliwm-Stamme von verschiedener Herkunft ver- 
wendet, von denen je 2 zu einer Art gehorten (Tab. 7). Auf jeden der 5 Nahrboden 
wurden die Pilze zweimal hintereinander tibertragen und jedesmal eine Woche lang 
kultiviert. Es wurde mit Mycelstiickchen geimpft, um ein rasches Anwachsen der 
Pilze zu erleichtern. 

Da die Pilze nach dem Durchlaufen der Passagen auf den Stufen 1—4 auf der 
letzten Stufe nur ein langsames Wachstum zeigten, wurde die Kulturdauer der 
ersten Passage auf diesem Nahrboden auf 14 Tage und die der zweiten auf 4 Wochen 
ausgedehnt. Parallel mit diesen Huminsiurepassagen wurden die Vergleichs- 
kulturen der verwendeten Pilze in den gleichen Zeitabstiinden ebenso oft auf 
Czapek-Agar iibergeimpft. 

Die Vergleichskulturen und die adaptierten Kulturen wurden darauf auf einer 
Czapek-Nahrlésung mit Huminsauren als Stickstoffquelle (Praparat A) geimpft. Die 
Huminsaurekonzentration betrug 1,0°4; 50 ml der Nahrlésung enthielten daher 
etwa 10mg Huminsaurestickstoff. Die Huminsiuren waren vorher mit dem 
Kationenaustauscher IRC 50 ausgeschiittelt worden, um die iiberschiissigen 
Natrium-Ionen zu entfernen, sie wurden den VersuchsgefaBen nach Sterilisieren der 
Nahrlésung zugegeben. Der Versuch wurde in 200er Erlenmeyer-Kolben mit 
4 Parallelen je Konzentration angesetzt und 20 Tage bei 27°C bebriitet. Die 
Beimpfung der Nahrlosung erfolgte ebenfalls mit Mycelstiickchen. Das Ergebnis 


zeigt Tab. 7. 
Aus Tab.7 geht hervor, daf mit Ausnahme von Pen. spinulosum 
(1200/3) alle Staémme, die Huminsaurepassagen durchlaufen hatten, 


geringere Mycelmengen gebildet hatten als die nichtadaptierten Stamme 
9% 
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von den Czapek-Passagen. Die Differenz zwischen den beiden Reihen 
lieB sich aber nur bei den beiden Stémmen von Pen. roseo-purpureum 
(1500/2) und (1500/4) schwach, baw. geniigend sichern. Eine Adaptation 
der Pilzstéimme nach dem Durchlaufen der Huminsaure-Passagen war 
also im Vergleich zu den St&émmen von den Czapek-Passagen nicht 
festzustellen. 


Tabelle 7. Wachstum auf Huminsduren als Stickstoffquelle nach Huminséure- und 
Czapek-Passagen. 
I MTG in mg nach Huminsdurepassagen, IT MTG in mg nach Czapek-Passagen 


Pen, spinulosum Pen. roseo-purpureum Pen. frequentans 


1100/2 1100/3 


22,4 + 1,56 | 39,9 + 2,12 | 13,4+ 1,81 
29,7 + 1,04 | 46,5 + 2,19 | 14,9 + 1,25 


1500/2 | 1500/4 


23,9 + 0,17 
26,6 + 0,98 


| 1200/3 | 1200/11 


I | 21,1 + 2,35 | 15,4 + 1,27 
IL | 19,7 + 1,42 | 16,0 + 1,20 


Die héheren Mycelgewichte der Vergleichskulturen lieBen sich nicht 
auf den geringen Stickstoffgehalt im Agar der geimpften Mycelstiickchen 
zuriickfiihren, denn die Mycelstiickchen waren kleiner als 20 mm und der 
Stickstoffgehalt des anhaftenden Agars konnte nicht mehr als 0,006 mg 
betragen. 

Es schien daher méglich, daB durch die Huminsaiurepassagen eine Scha- 
digung der Pilze hervorgerufen worden war, die das geringe Wachstum 
verursachte. 

Pen. roseo-purpureum (1500/4) und Pen. frequentans (1100/2), bei 
denen der Unterschied zwischen den Huminsiurekulturen und den 
Czapek-Kulturen sehr deutlich aufgetreten war, wurden daher von beiden 
Reihen in 200er Erlenmeyer-Kolben mit je 50 ml Czapek-Nahrlésung 
geimpft und ihre Mycelgewichte nach 10 Tagen bestimmt. Die an- 
gegebenen Myceltrockengewichte in Tab. 8 stellen den Mittelwert von 
6 Parallelen dar. 


Tabelle 8. M7T'G in mg von Pen. roseo-purpureum und Pen. frequentans nach Humin- 
stiure- bzw. Czapek-Passagen auf Czapek-Ndhrlésung 


| Pen, roseo-purpureum Pen. frequentans 


(1500/4) (1100/2) 
nach Huminséure-Passagen. . . . . . . .| 509,2-+ 3,95 485,3 + 3,24 
nach Czapek-Passagen. ........./| 2%519,38+ 5,90 461,8 + 1,44 


Tab. 8 zeigt, daB bei Pen. frequentans der auf Huminsiure-Passagen 
gezogene Stamm ein hédheres Myceltrockengewicht ergab, als der 
Vergleichsstamm von den Czapek-Passagen; die Differenz lieB sich sehr 
gut sichern. Die Stémme von Pen. roseo-purpureum wiesen ein um- 
gekehrtes Verhaltnis auf, hier lie8 sich der Unterschied jedoch nicht 
sichern. Kin schadigender Einflu8 durch die Huminsiure-Passagen war 
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also nicht festzustellen, denn eine Schidigung hatte sich auch unter den 
normalen Wachstumsbedingungen auf der Czapek-Nahrlésung noch 
bemerkbar machen miissen. 

Die héheren Mycelertrige der Stimme von den Czapek-Passagen 
(s. Tab. 7) sind wahrscheinlich auf das besser ernahrte Impfmycel zuriick- 
zufihren, das auf den schlecht verwertbaren Huminsauren als Stickstoff- 
quelle einen besseren Start hatte, als die Mycelstiickchen von der letzten 
Huminsaurepassage, die sich im Hungerzustand befanden. 


Kinflu8 der anorganischen Bestandteile der Huminsiuren 
auf das Pilzwachstum 


Hinflup der Huminstéiureasche 


Die Wirkung von Huminsauren auf die Pilzentwicklung la8t sich nur 
deuten, wenn der KinfluB der Beimengungen beriicksichtigt wird, die das 
Praparat noch enthalt. Als Beimengung oder Verunreinigung ist zunachst 
der Aschegehalt anzusehen, den die natiirlichen Huminsaurepraparate 
noch aufweisen. Die ,,Asche“ in den Praparaten lieB sich durch das 
Umfallen und die Filtration durch Membranfilter nicht véllig entfernen 
(siehe Tab. 1). Ihr EinfluB auf das Pilzwachstum mute daher gesondert 
untersucht werden. Die mineralischen Beimengungen der Schwarzerde- 
huminsauren wurden wie folgt gewonnen: 


Nachdem die Huminséuren durch die ersten 4 Umfallungen von den gréberen 
Tonfraktionen befreit worden waren, wurden die Riickstande, die sich beim Zentri- 
fugieren der alkalischen Lésungen bei den nachsten Umfallungen absetzten, 
gesammelt. Dieser graue Riickstand wurde mit Salzsiure gefallt, mit Wasser aus- 
gewaschen und nach dem Abzentrifugieren aus der noch schwach sauren Lésung 
wie die Huminsauren ausgefroren. Nach dem Auftauen und Auswaschen auf der 
Nutsche wurde die ,,Asche‘‘ bei 60° C getrocknet und anschlieBend pulverisiert. Sie 
enthielt noch 16% organische Substanz. 

Dieser Anteil der anorganischen Bestandteile, der sich durch Abzentrifugieren 
gewinnen lie’, wurde mit dem Gliihriickstand von Huminsaurepraéparaten ver- 
glichen, die zwischen den letzten Umfallungen probeweise hergestellt worden waren, 
um den noch vorhandenen Aschegehalt im Gesamtpraiparat zu priifen. In den 
Versuchen, die den Hinflu® der beiden ,,Aschen‘‘ auf Pen. spinulosum (1200/3) und 
Pen. chrysogenum (2700/3) zeigen, wurden die beiden Substanzen einer Czapek- 
Nahrlésung (px 5,4) in Mengen zugesetzt, wie sie auch Humatlosungen verschiedener 
Konzentration enthalten. 

Die zugesetzten anorganischen Fraktionen entsprachen Huiminsdurekonzen- 
trationen von 0,05%; 0,2; 1,0 und 2,0% des Praparates A (13,4% Asche). Bei 
der ungegliihten ,,Asche‘‘ wurde der noch darin enthaltene Anteil organischer 
Substanz beriicksichtigt, so daB die beiden Versuchsreihen mit ungegliihter und 
geglithter Asche die gleiche Menge anorganischer Substanz enthielten. 

Die Versuche wurden in 200er Erlenmeyer-Kolben mit je 50 ml Nahrlésung 
angesetzt, die Versuchsdauer betrug bei 27° C 10 Tage. 


Das Ergebnis ist in Abb. 7 wiedergegeben, die Kurvenpunkte stellen 
den Mittelwert aus 4 Parallelen dar. Die Kurven der gegliihten und der 
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ungegliihten anorganischen Anteile laufen bei beiden Pilzen im wesent- 
lichen parallel. Die gegliihten Substanzen wirkten sich etwas starker aus 
als die ungeglithten, doch war die férdernde Wirkung bei Pen. spinulosum 
(1200/3) und der hemmende EHinflu8 bei Pen. chrysogenum (2300/7) nur 
bei der héchsten Konzentration fehlerstatistisch gegeniiber dem Blind- 
wert zu sichern. Die Kurve der ungegliihten Substanz lieB sich bei beiden 
Pilzen in keinem Punkt gegeniiber dem Blindwert sichern. Ebensowenig 
konnte die Differenz zwi- 
= — schen dem Kurvenverlauf 
wil OY SOEUE, _| ,, der geglithten und dem 
areas ete a ————! der ungegliihten Asche ge- 
—~__]|  sichert werden. Der ge- 
——— ringe Anteil organischer 
Substanz im ungegliihten 
Aschenpraparat war also 
pein sats > % ohne erkennbaren Einflu8 
-— gegluhre Asche geblieben. 
— wngeglihfte Asche 4 ’ 3 
Sie Fir die Beurteilung der 
ea R ) Ergebnisse mit den Humin- 
ge ag % rl ti “  sduren haben nur die Asche- 
Abb. 7. mengen eine Bedeutung, 
Einflu8 der Huminsiiureasche auf das Pilzwachstum die Huminsadurekonzentra- 
tionen bis zu 10% ent- 
sprechen. Fiir diesen Bereich war ein gesicherter Einflu8 der beiden 
Aschen nicht festzustellen. 
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KBinflup von Natriumchlorid 

Die Herstellung der Humatlésungen fiir die Versuche mit Huminsauren als 
Kohlenstoffquelle war mit einem Uberschu8 von Natronlauge vorgenommen 
worden, um das Huminsaiurepriparat mit Sicherheit vollstiindig zu dispergieren. 
Die alkalischen Humatlésungen wurden dann mit Salzsiure auf den py-Wert der 
Nahrlésung (pu 5,4) eingestellt. Bei der Neutralisation der iiberschiissigen Base 
entstand auf diese Weise eine schwache Natriumchloridkonzentration, die mit dem 
Humat in die VersuchsgefiBe gelangte. Die Kochsalzkonzentrationen in den Nahr- 
lésungen lagen etwa zwischen 0,3°,, und 0,8°%. Es wurde daher der EinfluB dieser 
Natriumchloridkonzentrationen auf das Pilzwachstum untersucht, um fest- 
zustellen, ob Kochsalz in den Nihrlésungen mit Humatzusatz Nebenwirkungen 
hervorrufen kann. 

Die Versuche, die mit Pen. spinulosum (1200/3) und Pen. lividum durchgefiihrt 
wurden, erhielten einen Zusatz von Natriumchlorid in Konzentrationen von 0,3%3 
0,893 1,59; 3,0% und 6,0. Es wurden wieder 200er Erlenmeyer-Kolben mit 
je 50 ml Czapek-Nahrlésung angesetzt, und zwar je Konzentration 5 Parallelen. 
Die Versuchsdauer betrug bei 27° C 10 Tage. 


Bei Pen. spinulosum (Abb. 8) zeigt sich deutlich die férdernde Wirkung 
der schwachen Natriumchloridkonzentrationen, die sich auch in den 
mittleren 3 Kurvenpunkten gegeniiber dem Blindwert gut sichern lieB. 
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Kinen ahnlichen Verlauf weist die Kurve von Pen. lividum auf, doch war 
bei diesem Pilz nur der Einflu8 der schwachsten und der beiden héchsten 
Konzentrationen zu sichern. 

Die Versuche zeigen, daB die Natriumchloridkonzentrationen, die 
durch die Neutralisation der alkalischen Natriumhumatlésungen mit dem 
Humat in die Nahrlésung gebracht wurden, einen schwach férdernden 
Einflu8 auf das Pilzwachstum ausiiben kénnen. Es ist moglich, daf sich 
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Abb. 8. Einflu8 von Natriumchlorid auf das Wachstum von Pen. spinulosum 


dieser KinfluB besonders dann bemerkbar macht, wenn die Huminsauren 
zu vollstandigen Nahrlosungen zugegeben werden und das Pilzwachstum 
nicht durch den Mangel an Kohlenstoff oder Stickstoff begrenzt wird. Die 
stimulierende Wirkung von Huminsauren, die in der Literatur bereits bei 
Mikroorganismen und héheren Pflanzen beschrieben worden ist, laBt sich 
sicher erst dann deuten, wenn bei einer ahnlichen Art der Versuchs- 
anstellung der Einflu8 der Huminsdureasche und der Kochsalzkonzen- 
tration bekannt ist. 

Fiir die nachstehend beschriebenen Versuche wurden daher die 
alkalischen Humatlésungen wie bei den Versuchen mit Huminsauren als 
Stickstoffquelle durch Ionenaustauschersdéulen geschickt, in denen die 
iiberschiissigen Na+- und OH~-Ionen ausgetauscht wurden. Als Ionen- 
austauscher dienten die Amberlite-[onenaustauschharze IRA 410 und der 


Carboxylaustauscher IRC 50. 


Die Beeinflussung des Pilzwachstums durch die Zugabe 
von Huminsiiuren zu vollstindigen Nihrlésungen 


Es interessierte bei den Versuchen mit Huminsauren als Nahrstoff- 
quelle, ob sich auBer der geringen Verwertbarkeit des Stickstoffs noch 
andere Einfliisse der Huminséuren auf das Pilzwachstum auswirkten. 
Von verschiedener Seite (Iwasakt, 1930) ist ein stimulierender Kintlub 
von Huminsiuren, die zu vollstindigen Nahrlésungen zugesetzt wurden, 
bei Mikroorganismen beschrieben und von mehreren Autoren auch auf 
ihre Ursachen hin untersucht worden. 
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Die Stimulationswirkungen wurden z. B. auf den Hisen- und Molybdangehalt der 
Huminsiuren (Burk u. Mitarb., 1932; Kovars, 1938), auf die kolloidalen Eigen- 
schaften der Huminsauren (RiprEL, 1936; NeTscHasEWwa, 1940), auf den Enzym- 
gehalt (ALLISON u. Mitarb., 1936) und auf die wachstumsférdernde Wirkung von 
sogenannten ,,W. aukeleaasvolen” und Vitaminen in den Huminsauren (KUDRINA, 
1951) zuriickgefiihrt. Neben diesen férdernden Einfliissen wurden aber auch Hemm- 
wirkungen der Huminsauren festgestellt (ScumipT u. Mitarb., 1929; NETSCHAJEWA 
1940 und Kuprina, 1951). 


Abb. 9a. Pen. spinulosum, 5 Tage alt 


Abb. 9b. Pen. chrysogenum, 6 Tage alt 


Fiir die Versuche, die die Nebenwirkungen der Huminsauren zeigen sollten, 
wurde eine Czapek-Nahrlésung verwendet, denn Vorversuche hatten gezeigt, 
daB die Saurebildung der Pilze auf der Czapek- Dox-Nahrlésung (Glucosekonzen- 
tration 5°) die zugesetzten Huminsiuren zum Teil ausfillte. Da die Saurebildung 
von der Kohlenhydratkonzentration abhangig ist (WEHMER, 1891, 1892, zit. Hoey 
Foster, 1949) wurde die Czapek-Naihrlésung gewahlt, die nur 3°, Saccharose 
enthalt. In dieser Nahrlésung blieben die Huminsauren wahrend der Versuchsdauer 
mit Ausnahme der niedrigsten Konzentration (0,01°%) in Lésung, und die Pilze 
waren daher ebenso wie in den Versuchen mit Huminsaiuren als Nahrstoffquelle dem 
KinfluB der dispergierten Priiparate ausgesetzt. 

Die Versuche wurden mit Pen. spinulosum (1200/3), Pen. lividum und Pen. 
chrysogenum (2300/7) beimpft. Die Huminsiurelésung (Praparat A) war durch 
Tonenaustauscher von den iiberschiissigen Na*t- und OH--Ionen befreit worden. Sie 
wurde nach dem Sterilisieren der Naihrlésung den VersuchsgefaBen zugesetzt. Die 
Nahrlésung enthielt Huminsaiurekonzentrationen von 0,01°%; 0,1°%; 0,4°%; One 
Dieser Konzentrationsbereich entsprach den Versuchen mit Huminsiuren als 
Stickstoffquelle. Je Konzentration wurden 4 Parallelen angesetzt, der Blindwert 
wurde mit einer Czapek-Nahrlésung ohne Zusatz von Huminsiuren ermittelt. 
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Die Huminsaurewirkung war in den wachsenden Kulturen bereits nach 
einigen Tagen zu beobachten. Wahrend sich in den KulturgefaéBen mit der 
reinen Czapek-Nahrl6sung und der niedrigsten Huminsiurekonzen- 
tration glatte und geschlossene Myceldecken bildeten, begannen sich die 
Mycelien unter dem Einflu8 der héheren Huminsadurekonzentrationen 
einzurollen und zu falten. Dieses Einrollen und Falten der Myceldecken 
pragte sich mit steigender Huminsiurekonzentration und mit fort- 
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Abb. 10. EinfluB yon Huminsiuren in Czapek-Nihrlésung auf das Wachstum von Pen. spinulosum (a); 
Pen. lividum (b); Pen. chrysogenum (ce) 


schreitendem Wachstum starker aus, so daB der Eindruck einer Wachs- 
tumshemmung entstand (Abb. 9a und 9b). 

_ Nach 10tagiger Bebriitung bei 27° C wurden die K6lbchen abgeerntet 
und die Myceltrockengewichte festgestellt (Abb. 10a—c). Bei Pen. 
spinulosum (Abb. 10a) lagen die Mycelgewichte von der niedrigsten 
Huminsaurekonzentration (0,01°%) unter dem Blindwert. Diese De- 
pression lieB sich jedoch nicht sichern. Die héheren Huminsaure- 
konzentrationen ergaben héhere Mycelgewichte, die in den beiden 
héchsten Konzentrationen gegeniiber dem Blindwert gut gesichert 
werden konnten. Auch der férdernde Einflu8 der beiden héchsten 
Konzentrationen gegeniiber den niedrigeren lieB sich gut sichern. 

Die Mycelgewichtskurve von Pen. lividum (Abb. 10b) lag ganz unter 
dem Niveau des Blindwerts. Bei den niedrigeren Konzentrationen 
machte sich ein hemmender EinfluB bemerkbar, der erst bei Huminsaure- 
konzentrationen iiber 0,1°% nachliéBt. Innerhalb des Kurvenverlautes 
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waren die aufeinanderfolgenden und gegeniiber dem Blindwert die 3 
tiefsten Kurvenpunkte zu sichern. 

Pen. chrysogenum (Abb. 10c) zeigt ein ahnliches Ergebnis wie Pen. 
spinulosum. Diese Versuchsreihe war noch durch eine weitere Humin- 
siurekonzentration von 0,001 %, erweitert worden. Die Mycelgewichte der 
Anfangskonzentrationen zeigten auch hier eine Depression, die drei 
tiefsten Kurvenpunkte lieBen sich gegeniiber dem Blindwert sichern. Bei 
den drei héheren Konzentrationen trat wieder die fordernde Wirkung 
auf, die sich auch bei den beiden héchsten Konzentrationen gegeniiber 
den niedrigeren sichern lieB. Jedoch konnte gegeniiber dem Blindwert die 
fordernde Wirkung von 1°, Huminsiuren in der Nahrlésung nicht 
gesichert werden. 

Diese Ergebnisse iiberraschen deshalb, weil die subjektive Beurteilung 
der wachsenden Kulturen gerade bei den héheren Huminsaurekonzen- 
trationen einen hemmenden EinfluB der Huminsadure vermuten lieB. Die 
Ursache dieser scheinbar férdernden Wirkung des hdheren Konzen- 
trationsbereiches lieB sich jedoch auf folgende Weise erklaren: 

Bei der Ernte der Mycelien hatte sich ergeben, da namentlich auf den 
héheren Huminsiurekonzentrationen die Unterseiten der Myceldecken 
infolge anhaftender Huminsiuren dunkel bis schwarzbraun gefarbt 
waren. In den Nahrlésungen mit der schwachsten Huminsaurekonzen- 
tration (0,01°%) lagen die pp-Werte bei Pen. spinulosum und Pen. lividum 
bei pu 4,4 bzw. 4,6, hier waren die Huminsiiuren ausgefallt worden und 
hafteten dem Mycel lose an. Zum Teil lieBen sie sich durch vorsichtiges 
Auswaschen mit n/100 Natronlauge entfernen, so dai die Myceltrocken- 
gewichte in diesen Fallen sicher bestimmt werden konnten. Die Mycelien, 
die auf den héheren Huminsiurekonzentrationen gewachsen waren, 
wurden zunachst ebenso wie auch die tibrigen Mycelien aus den anderen 
VersuchsgefaifBen einige Male mit dest. Wasser, darauf mit der schwachen 
Natronlauge und anschliefend wieder mit dest. Wasser ausgewaschen. 
Die anhaftenden Huminsauren lieBen sich jedoch nicht entfernen, und die 
Myceltrockengewichte lagen infolge dieses Fehlers zu hoch. Die mikro- 
skopische Untersuchung des abgeernteten Mycels zeigte, da in der 
schwachen Konzentration (0,01°%) die Huminsiuren durch die Siure- 
ausscheidung des Pilzes ausgeflockt worden waren und um die Hyphen 
lockere Mantel gebildet hatten (Abb. 11). 

Diese lockeren Mintel von ausgefallten Huminsiiuren lieBen sich durch 
die schwache Natronlauge zum gréBten Teil auswaschen. Dagegen zeigte 
die mikroskopische Untersuchung der Mycelien von den héheren 
Konzentrationen (0,4°%, 1,0°) ein anderes Bild. Der py-Wert in diesen 
K6lbchen lag bei px 4,8, und die Huminsiuren waren noch nicht erkenn- 
bar ausgefallt. Der geringere Séuregrad in diesen Konzentrationen laBt 
sich vielleicht mit einer schwiicheren Siurebildung des Pilzes oder auch 
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mit der stérker puffernden Wirkung der héher konzentrierten Humin- 
sauren erklaren, mdglicherweise waren auch beide Faktoren daran be- 
teiligt. Die Hyphen zeigten diinne Schichten von Huminsauren, die der 
Zellwand unmittelbar auflagen (Abb. 12). Diese Huminsiureauflage war 
auch durch schwache Natronlauge nicht zu entfernen, und die Zellen 
behielten ihr braunes Aussehen. Es ist anzunehmen, da durch diese 
Huminsdiuremantel um die Hyphen auch sekundir das Wachstum 
und der Stoffwechsel gehemmt 
werden, da die Mycelien in 
einem Wiederholungsversuch 
zum ‘Teil sehr bald autoly- 
sierten. Auch das Bild der ge- vf 
falteten und gerollten Mycele | 
spricht fiir diese sekundire € 
Hemmwirkung. Die Humin- é Pn a, y, f 
saureauflagen um die Hyphen hee C , A 
fiihrenwahrscheinlich zu einem 

ee Abb. 11. Ausfaillung von Huminsiuren an Pilzhyphe 
unregelmaBigen Wachstum der (lebend) 170:1 
Myceldecke, dadurch entste- 
hen innerhalb der Myceldecke 
Spannungen, die ein Falten 
bzw. Einrollen zur Folge haben. 

Aus diesen Beobachtungen 
ergab sich, dai die scheinbar 
fordernde Wirkung der hche- Abb. 12. Auflage von Huminsiiuren auf Pilzhyphe 
ren Huminsaurekonzentrati- (lebend) 1070:1 
onen durch Saureausfallungen 
von Huminsauren an den Pilzhyphen hervorgerufen wurde. In den nied- 
rigeren Konzentrationen war eine Hemmwirkung zu beobachten, die 
bei Pen. lividum auch in den héheren Konzentrationen nicht aufgehoben 
wurde. Ein stimulierender Einflu8 der Huminsiuren lie sich aus diesen 
Versuchen nicht ableiten. 

Der Einflu8 der héheren Huminsaurekonzentrationen auf das Pilz- 
wachstum lieB sich folgendermafen zeigen: 

Zu Czapek-Agar wurde nichtsterilisiertes Natriumhumat (Praparat A), das 
vorher durch Ionenaustauscher gereinigt worden war, in Konzentrationen von 
0,1%; 0,4% und 1,0% zugesetzt. Dieser Nahrboden wurde in Petri-Schalen gegossen 
und mit einer hohen Verdiinnung einer Sporensuspension von Pen. chrysogenum 
(2300/7) beimpft. Der Verdiinnungsgrad der Sporensuspension war mit Hilfe einer 


Blutzihlkammer (nach BiRKeR) bestimmt worden. Je Konzentration wurden 
5 Parallelen angesetzt. Nach 4 Tagen wurden die Durchmesser der Kofonien 


gemessen. 
Das Ergebnis zeigt Tab. 9 und Abb. 13. Die Koloniezahl war auf den 
héheren Huminsaiurekonzentrationen nicht herabgesetzt, eine fungicide 


bo 
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Wirkung war nicht zu beobachten. Nur die Entwicklungsgeschwindigkeit 
der Kolonien wurde auf den héheren Huminsdurekonzentrationen ge- 
hemmt. Die Conidienbildung war auf allen Platten gleich gut, auch eine 
merkliche Verzégerung der Versporung auf den héheren Huminsaure- 
konzentrationen war nicht erkennbar. Die héhere Anzahl der Kolonien 


Tabelle 9. Koloniedurchmesser von P. chrysogenum auf Huminsdiureagar 


| Koloniezahl von 


Konzentration pep aratialon @ in mm Beobachtungen 

ohne Humins. . 46 | 1214  flache Kolonien, breiter Luftmycel- 
rand 

0,1% Humins. . 44 12—14 flache Kolonien, breiter Luftmycel- 
rand 

0,4°% Humins. . 43 11—13 | Kolonien flach, Luftmycelrand nach- 
lassend 

1,0% Humins. .| 64 7—9 Kolonien zum Teil leicht gewolbt, 
schmaler Luftmycelrand 


auf der Huminsaurekonzentration von 1,0°% lieB sich im Wiederholungs- 
versuch nicht reproduzieren. Eine stimulierende Wirkung der Humin- 
sdiuren auf die Sporenkeimung, wie sie KuprinaA (1951) bei Pen. glawcum 
auf einem Czapek-Nahrboden mit Huminsiurekonzentrationen bis zu 
0,4°% festgestellt hatte, konnte nicht beobachtet werden. 


ohne. Humins 


Abb. 13, HinfluB verschiedener Huminsiiurekonzentrationen auf die Kolonieentwicklung 
von Pen. chrysogenum 
Kin Vergleich dieses Versuches mit der Einwirkung von Huminsauren 
TE Aaae oO Tinh er oan ce BY y)s ni 8 
aut Pen. chrysogenum (2300/7) in der Czapek-Nihrlésung (Abb. 10c) 
zeigt, dafs auf der schwachen Konzentration von 0,1°, Huminsauren im 
Nahrboden noch keine Hemmwirkung festzustellen war. Umgekehrt 
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zeigte sich auf dem Huminsa&ureagar in der héheren Konzentration die 
Hemmwirkung deutlich, wahrend sie bei dem in Abb. 10c dargestellten 
Ergebnis infolge der dem Mycel anhaftenden Huminsiuren nicht in 
Erscheinung trat. Dagegen zeigen Abb. 9b und 13 das gleiche Bild eines 
gehemmten Mycelwachstums. 

Aus diesem letzten Versuch geht hervor, daB eine Hemmwirkung der 
Huminsauren besonders in den héheren Konzentrationen auftritt. Diese 
Hemmwirkung muf bei der Betrachtung der Niahrstoffwirkung der 
Huminsauren ebenfalls berticksichtigt werden, denn die Pilze waren dem 
hemmenden Bereich der Huminsaiuren auch in den Versuchen mit 
Huminsauren als Nahrstoffquelle ausgesetzt. Zu der schweren Angreif- 
barkeit des Huminsaurestickstoffs kommt somit namentlich in den 
héheren Konzentrationen noch eine Hemmwirkung, die nicht nur den 
Abbau der Huminsiuren durch die Pilze verlangsamt, sondern auch eine 
Deutung der Versuchsergebnisse erschwert. 


Kinflu8 von Huminsiuren auf die antibiotische Aktivitit 
von Penicillium chrysogenum 


Neben dem Verhalten des Koloniewachstums bei verschiedenen 
Huminsaurekonzentrationen wurde auch der Einflu8 der Huminsaéuren 
auf die antibiotische Aktivitaét von Pen. chrysogenum untersucht. Die 
Beeinflussung des Mycelwachstums und der Kolonieentwicklung lieBen 
vermuten, da sich auch die Bildung von Stoffwechselprodukten in 
Gegenwart von Huminsauren veranderte. 


Im Plattentest wurden 7 Pen. chrysogenum-Stiimme, die aus Schwarzerde und 
aus Torf isoliert worden waren, gegen Bac. mycoides, Bac. subtilis und Staphylo- 
coccus aureus getestet. Hierfiir wurden die Pilze in Petri-Schalen auf Czapek- 
Nahrboden kultiviert, der durch Ionenaustauscher gereinigte Huminsauren 
(Praparat B) in Konzentrationen von 0,1% und 1,0°% enthielt. Der Blindwert 
wurde auf dem Nahrboden ohne Huminsaurezusatz ermittelt. Die Impfung der 
Pilzstimme erfolgte jeweils mit einer Sporensuspension, so da der Agar gleich- 
maig von der Pilzkultur bedeckt wurde. Der Versuchsansatz entsprach mit Aus- 
nahme der Beimpfungsdichte dem vorher beschriebenen Versuch mit Huminsaure- 
agar. Die Pilze wurden 5 Tage bei 27° C kultiviert, danach wurden je 3 mit dem 
Korkbohrer ausgestanzte Agarscheibchen der Pilzkulturen auf Petri-Schalen mit 
Glucose-Pepton-Probacit-Nahrboden belegt, die mit den obengenannten Bakterien- 
kulturen beimpft worden waren. 

Es wurde jeweils mit 2 Parallelen gearbeitet, so da bei jeder Versuchsvariante 
6 Hemmzonen ausgewertet wurden. Nach 24 Std wurde der Radius der Hemmzonen 
vom Agarscheibchen bis zum Hemmzonenrand gemessen. Die Hemmzonen waren 
scharf ausgebildet, die Parallelen stimmten gut itberein. Die Ergebnisse sind in 
Tab. 10 wiedergegeben. 

Es zeigte sich, da8 durch den Zusatz von 0,1°% Huminséuren zu dem 
Ozapek-Nahrboden die antibiotische Aktivitaét der Pilzstamme gegen alle 
getesteten Bakterien erhéht wurde. Auch die Menge von 1,0°, Humin- 


sauren fiihrte bei Bac. mycoides und Bac. subtilis in fast allen Fallen zu 
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einer weiteren Vergréferung der Hemmzonen. Im Blindversuch wurde 
festgestellt, daB der huminsiurehaltige Nahrboden ohne Pilzkultur keine 
antibiotische Wirkung ausiibte. 


Tabelle 10. Hinflug von Huminsturen auf die antibiotische Aktivitat von Pen. 
chrysogenum. (Hemmzonen in Millimeter) 


ohne Humin- 0,1% Humin- 1,0% Humin- 

Bakterienkultur Pilzstamm saure aiure eaure 
Bac. mycoides. . .. . | 2300/1 | 1,0 3,0 3,0 
| 1,0 1,5 3,0 

3 1,0 2,0 3,0 

4 0,5 2,0 3,0 

Fp | 135 2,5 3,0 

6 1,0 2:0 2,5 

7 2,0 2,0 3,5 

(BAUCRS(LOGULLS Matar 2300/1 1,0 iS) 2,0 
2 0,5 1,5 1,0 

Stes il —- 1,0 2,0 

Lal ea 0,5 1,0 2,5 

5 0,5 1,0 2,0 

6 — 1,0 2,0 

7 — 1,0 2,5 

Staph.aureus.... . 2300/1 | 1,0 8,0 1,0 
2 5,0 10,0 10,5 

3 2,5 3,0 | 3,0 

4 3,0 4,5 | 3,0 

5 3,0 4.5 3,5 

6 3,0 4,5 2,0 

7 6,5 7,5 | 4,0 


Im Gegensatz zur Mycelentwicklung wurde also die antibiotische 
Aktivitat von Pen. chrysogenum aut dem Czapek-Nahrboden in Gegen- 
wart von Huminsauren erhéht. Dali Mycelgewicht und die Bildung von 
Stoffwechselprodukten nicht in direkter Beziehung zueinander stehen 
miissen, haben Frey u. Mitarb. (1932) bei Untersuchungen iiber die 
Saurebildung und Mycelgewichtsbeeinflussung bei Aspergillus niger fest- 
gestellt. Ks ist ferner auch von anderer Seite darauf hingewiesen worden, 
daB die Phase der intensivsten Penicillinbildung bei Pen. chrysogenum 
mit einer Phase verlangsamten Mycelwachstums zusammenfallt (FosTER, 
1949). Diese Ergebnisse wurden jedoch ohne den Zusatz von Hemm- 
stoffen erhalten. 

Bei dem oben beschriebenen Versuch entsprach aber den Bedingungen, 
die eine Hemmung des Mycelwachstums durch die Zugabe von Humin- 
séiuren nach sich zogen, ebenfalls eine Férderung der Hemmstoffbildung. 
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Es ist daher méglich, da auch hier die erhéhte Penicillinbildung auf die 
Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit zuriickzufiihren ist. 


Dem Bundesministerium fiir Ernihrung, Landwirtschaft und Forsten, das Mittel 
fiir diese Untersuchungen zur Verfiigung stellte, sprechen wir unseren Dank aus. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchung des Abbaus von Huminsauren aus einer Schwarz- 
erde durch 6 verschiedene Penicillium-Arten, die aus huminsaurehaltigen 
Standorten isoliert worden waren, zeigte, das jene als Kohlenstoffquelle 
weder unsterilisiert noch sterilisiert verwertet werden konnten. 

Die Versuche mit Huminsauren als Stickstoffquelle ergaben dagegen, 
da der Stickstoff von den Pilzen in geringem Umfange aufgenommen 
wurde. Kine Bindung des molekularen Luftstickstoffs konnte experimen- 
tell ausgeschlossen werden. Die Untersuchungen zeigten ferner, daB das 
Mycelgewicht allein kein sicherer MaBstab fiir die Verwertbarkeit des 
Huminsaurestickstoffs ist, sondern daB auch sein Stickstoffgehalt mit 
beriicksichtigt werden muB, da dieser je nach der Stickstoffernahrung 
schwankt. 

Die schlechte Ausnutzbarkeit des Stickstoffs in den Huminsauren 
fiihrte bei den Pilzen zu einem Hungerstadium, das durch ein submerses 
Wachstum und die Bildung von Fett in den Zellen angezeigt wurde. Eine 
Adaptation an Huminsauren als Stickstoffquelle fand nicht statt. 

Das Pilzwachstum auf im Autoklaven sterilisierten Huminsauren als 
Stickstoffquelle sprach infolge einer méglichen hydrolytischen Spaltung 
der im Huminsaduremolekiil enthaltenen Polypeptidketten fiir eine 
Ausnutzung des Aminostickstoffs, so daB anzunehmen ist, daB der 
,,Kern*‘ der Huminsauren nicht angegriffen wurde. 

Die durch das Neutralisieren der alkalischen Humatlésungen ent- 
standene Kochsalzkonzentration wirkte fordernd auf das Pilzwachstum. 

Mégliche Stimulationswirkungen von Huminsauren in einem Konzen- 
trationsbereich, in dem auch ihre Nahrstoffwirkung untersucht wurde, 
lieBen sich nicht beobachten. Die Wachstumsférderung war nur scheinbar 
und wurde durch die dem Mycel anhaftenden Huminsauren hervor- 
gerufen. 

Bei Zugabe von Huminsauren zu einem Czapek-Nahrboden wurde die 
Kolonieentwicklung von Penicillium chrysogenum in hoheren Konzen- 
trationen gehemmt. Dabei trat eine Erhohung der Penicillinbildung auf, 
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Untersuchungen iiber die Stoffwechselphysiologie 
des Kisenbakteriums Leptothrix ochracea Kiitzing* 


Von 
PAUL PRAVE 


Mit 21 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. Februar 1957) 


WINOGRADSKY (1888) vertrat als erster die Ansicht, daB die Eisenbakterien 
(u. a. Leptothrix ochracea) die Fahigkeit haben, aus der Oxydation des Eisenoxyduls 
(das in dem sie als Medium umgebenden Wasser vorhanden sein mu) Energie zu ge- 
winnen und diese Energie zur Kohlensaureassimilation zu verwenden. Die ent- 
stehenden Ferriverbindungen lagerten sich in der Scheide ab. Fiir diese somit 
chemisch autotrophe Organismengruppe fiihrte er den Namen,, Kisenbakterien“ ein. 
Demgegeniiber behauptete Moriscw (1892, 1910), daB Lept. ochracea heterotroph 
gedeihe, und zwar mit geringen Nahrstoffkonzentrationen. Er erklart die Eisen- 
speicherung als einen Eisenoxydhydrat-Niederschlag in der Gallerte der Scheiden, 
der mit den Lebensvorgangen nichts zu tun habe. 


Mit der Frage, ob die Eisenspeicherung in den Scheiden rein physika- 
lisch-chemischen Ursprungs sei oder mit den Lebensvorgiangen der Orga- 
nismen zu tun habe, beschaftigten sich in der Folgezeit eine ganze Reihe 


von Autoren. 

Liesxe (1911, 1919) besonders und wieder WrnoGRADSKY (1922) verffentlichten 
neue Untersuchungen, wonach es sich um chemisch autotrophe Hisenbakterien 
handele, obgleich Liznskr die Argumentation von Mo.iscH nicht véllig ablehnte. 
CHoLopny (1926) beschrieb die morphologischen und physiologisch-dkologischen 
Higenschaften der Hisenbakterien, so auch von Lept. ochracea, und kam zu der An- 
sicht, daB es sich um Hisenbakterien im Sinne der Winogradskyschen Anorgoxy- 
danten handelt. 

Obgleich CHoLopNny 1923 eine zusammenfassende Arbeit iiber die Methoden der 
Kultur von Eisenbakterien veréffentlichte, sprach er spater (1926) die meisten 
Kulturen nur mit Vorbehalt als Reinkulturen an, was wiederum viele Ergebnisse in 
Frage stellte. Dies bestatigte sich insofern, als erst wieder PrrnesHEerm (1949) mit 
dieser Organismengruppe in groBerem Umfang arbeitete und, auf Reinkulturen und 
einer Zusammenfassung der Nomenklaturen und Synonyme fuBend, alle Chlamydo- 
bakterien in die Gattungen Sphaerotilus und Crenothrix einordnete. PRINGSHEIM 
bezieht somit auch Lept. ochracea in den Sphaerotilus-natans-Formenkreis ein; er 
14Bt unter Vorbehalt offen, daB es noch eine zweite selbstandige Lept. ochracea 
geben kénne, die méglicherweise Caraxpr (1937, 1939) kultiviert habe. Diese neue 
und ordnende Einteilung begriindete PrinasHEIM bei Lept. ochracea mit von der 
Ernahrung abhaingigen Wuchsformen. 

BeEGER u. BRINGMANN (1952) gaben nach elektronenmikroskopischen Versuchen 
und anderen Untersuchungsergebnissen Leptothrix die alte Stellung zuriick. Sie 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen 1956. 
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wiesen darauf hin, daB die fiir diesen Fall vorgesehene Bezeichnung Sphaerotilus 
ochracea von Kirzine im Exsiccatenwerk von RaBEeNnnorRsT (Nr. 2086) vergeben 
sei. Eine mégliche Identitat der beiden Formen ist schwer tiberpriifbar. 

HOuNt (1955, 1955) bestiitigte die Ansicht von PRINGSHEIM, wonach Lept. ochra- 
cea als Wuchsform von Sphaerotilus natans anzusprechen sei. Er fiihrte ernahrungs- 
und stoffwechselphysiologische Untersuchungen durch und tritt der Autotrophie- 
annahme bei Eisenbakterien auf Grund von Wachstum in Nahrstoff-Wasser-Ge- 
mischen ohne Hisengaben, entschieden entgegen. 

Neben diesen richtungsweisenden Autoren, die iiber das Problem der Eisen- 
bakterien im allgemeinen und besonders iiber Lept. ochracea arbeiteten, gibt es noch 
eine ganze Reihe von bemerkenswerten Arbeiten auf diesem Gebiet. 

ADLER (1904) arbeitete als erster iiber die Beziehung der Eisenbakterien zu 
Eisenwassern und ScHoruer (1906) und Exxis (1907, 1910) beschaftigten sich mit 
neuen Formen und den Eisenbakterien allgemein. StaRKEY u. Hatvarson (1927) 
verneinen die Beziehung der Eisenablagerungen zu den Eisenbakterien. DoRFF 
(1934, 1935) untersuchte neben physiologisch-dkologischen Gesichtspunkten um- 
fassend die geologisch-mineralogischen Auswirkungen der Eisenbakterien. Die 
wasserhygienische Seite behandelte Dorrr (1935); weitergehende Untersuchungen 
stammen von BEGER (1935, 1949, 1952). CHoLopny (1928, 1931) arbeitete auch 
weiterhin auf diesem Gebiet und wirkte klarend durch einige Arbeiten. In neuerer 
Zeit (TEMPLE u. CotmER, 1951) wurde in Thiobacillus ferrooxydans ein streng auto- 
trophes Bakterium gefunden, das bei saurer Reaktion Eisen(II) zu Eisen(II1) oxy- 
diert. 1952 brachte PRINGSHEIM eine umfassende Zusammenstellung iiber die Eisen- 
organismen, ihre Erforschung und ihre Problematik. CHaRLEeT u. ScHwartz (1954), 
KALINENKO (1956), SHAPOSHNIKOV (1956) sowie GANTER u. SCHWARTZ (1956) be- 
schaftigten sich ebenfalls mit Eisenorganismen. 


In der vorliegenden Arbeit soll versucht werden, die Frage zu klaren, 
ob Lept. ochracea ein Eisenbakterium im eigentlichen Sinne ist, d. h. aus 
dem Ferro-OxydationsprozeB Energie zum eigenen Stoffwechsel bezieht, 
oder ob hier eine Sphaerotilus natans-Wuchsform vorliegt, die gegebenen- 
falls mechanisch Eisen in den Scheiden ablagert, ohne stoffwechsel- 
physiologisch daran beteiligt zu sein. 


Methodik 
Fir die Versuche wurde der Bakterienstamm verwendet, dessen Stand- 
ort und genaue Charakterisierung 8. 39 behandelt wird. 


Vorversuche zur Gewinnung einer Reinkultur 


Vor allem Moriscu (1910), Lrmskn (1919) und PrrnasHer (1949) gaben Niahr- 
lésungen zur Ziichtung von Eisenbakterien in Reinkultur an. Auch sogenannte 
,»,Roh-Kulturen“ unter Kulturbedingungen, die eine weitgehende Nachahmung der 
Standortverhaltnisse einschlieBen, werden oft erwihnt (WrINOoGRADSKY 1888, 1922; 
Linske 1911; Harper 1919; CuHotopny 1926; SunssENGuUTH 1927; BurKEwr1rscH 
1928; ApuLER 1931). 

Bei den Vorversuchen konnte mit keinem der angegebenen Verfahren 
eine wirklich reine Kultur von Leptothrix ochracea erhalten werden. Es 
wurde dabei stets mit einem Stamm beimpft, der mit deutlich eisen- 
inkrustierten Scheiden als Lept. ochracea bestimmt worden war (siehe 
8. 40). 
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Insbesondere wurden der Limskn-Nahrboden (10 g Agar, 0,1 g Manganacetat, 
1000 cm’ A. dest.) und die Lrnsku-Nahrlésung (ges. Lésung von Manganbicarbonat, 
je 0,001°% Natriumbicarbonat und Ammoniumsulfat, sowie Spuren von Kalium- 
phosphat und Magnesiumsulfat), der Nahrboden von PrrycsHEem (0,002% iger 
Mangansulfat-Agar) und andere Nahrsubstrate desselben Verfassers (PRINGSHEIM 
1949a, 1949b) benutzt. Im Gegensatz zu GanteR und Scuwarrz (1956; fiir Lepto- 
thrix crassa) konnte auf Agar-Nahrbéden niemals Wachstum erzielt werden, obwohl, 
entsprechend der Angabe dieser Autoren, darauf geachtet wurde, daB die Agarober- 
flache feucht blieb. 


Bei diesen Versuchen war auch itiber lange Zeitraume hinweg mit dem 
verwendeten Bakterium keine Reinkultur zu erhalten und kein eindeu- 
tiges Wachstum festzustellen. Auch Variierung der Konzentrationen und 
pu-Werte sowie Beliiftung brachten anfangs keine Erfolge. Nunmehr 
wurde die Konzentration der Nahrsubstrate in ihren einzelnen Teilen, 
die pu-Werte und die Temperatur variiert, auch wurden die Kulturen 


beliiftet. 

Fir die Versuche zu Nahrlésungen und auf festen Nahrsubstraten wurden fol- 
gende Reagentien in den verschiedensten Zusammensetzungen herangezogen: 
Hisensulfat, Mohrsches Salz, Eisenammoniumcitrat, Mangansulfat, Magnesium- 
sulfat mit je 0,0001—0,1%; Hisenacetat, Manganacetat, Ammoniumsulfat, Am- 
moniumcarbonat, Kaliumnitrat, Natriumnitrat, Natriumbicarbonat, Kaliumcarbo- 
nat, Natriumcarbonat, Calciumcarbonat, Glucose, Asparagin, Maltose, Glycerin, 
Natriumformiat mit je 0,0001—1°%; sowie Manganchlorid, Mangancarbonat, pri- 
mares und secundares Kaliumphosphat, Kupfersulfat, Zinksulfat und verschiedene 
Spurengaben. Auch Wuchsstoffe (/-Alanin, n-Pantothensiure, p-Aminobenzoe- 
sdure, Biotin, Pyridoxinhydrochlorid, Nicotinsiure, Tryptophan, Lactoflavin, 
Aneurin) wurden in Konzentrationen zwischen 0,1 und 10 y verwendet. Als Tem- 
peraturen wurden 5, 10, 13, 15, 18, 20 und 27°C genommen. Die py- Werte variierten 
zwischen 4,5 und 8,5. 

Die Versuche verliefen zum gré8ten Teil ergebnislos. Auf positiven 
Fallen, in denen schon rein visuell eine Substanzzunahme zu erkennen 


war, wird im folgenden aufgebaut. 


Ziichtung einer Reinkultur 


Es handelte sich um Beliiftungskulturen in 21 fassenden Beliiftungskolben 
(Durchmesser 8 cm, Lange 40 cm), wobei kohlensaurefreie Luft in ruhigem Strom 
durch eine Glasfritte getrieben wurde. Die Nahrlésung im folgenden als Standard- 
nahrlésung bezeichnet, enthalt 0,025°4 Agar; FeSO,:7H,O u. (NH,) 2Fe(SO,4). - 
6H,0 je 0,0005% ; NaHCO,, KCl, (NH,) ,SO,, (NH) CO, je 0,003% ; Glucose 0,02% ; 
Asparagin 0,01%; Spur KH,PO,; py 6,0. Spurenelemente wurden nicht hinzu- 
gefiigt, da sie offensichtlich keinen Einflu8 ausiibten. Anfianglich wurde bei 18°C, 
spater stets bei 13°C kultiviert. Die Kolben enthielten jeweils 500 ml Nahrlésung, 
die mit Lept. ochracea vom Standort (siehe 8.39) beimpft wurden. Allerdings 
konnten auch hier anfanglich keine vollig reinen Kulturen erhalten werden. 

Besonders auf festem Nahrboden stérte ein Pilz, der nach GILMAN (1945) als 
Mucor fragilis bestimmt wurde. Er ist wahrscheinlich durch den Kontakt des 
Wassers mit oberflachlichen Bodenschichten in die Organismenansammlung ge- 
kommen. In dem fliissigen Substrat trat er nicht mehr auf. Hier wurde Bacillus 
subtilis festgestellt. Ob eine ebenfalls auftretende Kokkenform als Kitmmerform 
oder als eigene Art anzusprechen war, konnte nicht entschieden werden. 

3% 
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Angeregt durch PrinasHEtM (1954) wurde eine Methodik ausgearbeitet, 
bei der das Standortmaterial weitgehend vorgereinigt wurde. Da die Bak- 
terien infolge ihrer leicht zerbrechlichen Scheiden nur sehr vorsichtig be- 
handelt werden kénnen, bot sich eine einfache Waschmethode als erfolg- 
versprechend an. 


Das in groBen Mengen dem Standort entnommene Material zeigte sich offenbar 
auf Grund seines dortigen Vorherrschens auBerlich nicht verunreinigt. Die Bakterien- 
masse wurde in Standzylinder gegeben, in denen sie sich nach etwa 1 Std absetzte 
und so angereichert weiter verarbeitet werden konnte. Sie wurde nun in Seidengaze 
gegeben und 6—10 Std einem starken Wasserstrah] ausgesetzt. Ahnlich ging 
H6unt (1955) bei Sphaerotilus natans vor. Das so behandelte Material kam in eine 
Waschanlage, die, wie folgt, aufgebaut war. — Ein Leitungswasserstrom (zeitweise 
wurde auch Aqua dest. genommen, was aber keine Vorteile bot) wurde durch eine 
Waschflasche mit Glaskugeln und Glaswatte geleitet, um sodann an eine Reihe von 
sechs hintereinander geschalteten Zentrifugenglasern (je 50 ml) zu kommen, die in 
einem auf 20°C mit Kontaktthermometer, Relais und Wasserkiihlung gehaltenen 
Wasserbad standen. Die Zentrifugenglaser waren so hintereinander geschaltet, dab 
das 2., 4. und 6. Glas sich nach dem Druckausgleich nur halb fiillen konnte. Nach 
dem 2. Glas waren die Einlaufenden zu sich bis zum 6. Glas immer mehr verengen- 
den Capillaren ausgezogen. Durch die Anlage wurde ein konstanter, ruhiger Wasser- 
strom geschickt, mit einer Laufzeit von 36—48 Std. Nach 1, 2, 4, 16, 24 und 36 Std 
wurde ein starkerer Wasserstrom 10 min durch die Anlage getrieben; dies erwies sich 
als notwendig, um Verstopfungen und Klumpenbildung zu vermeiden. Das 1. Glas 
wurde nun mit der Bakterienmasse beschickt und die Anlage in Gang gesetzt. Der 
Auslauf der Apparatur fiihrte in ein 41 fassendes GefaiB, von dem alle 12 Std eine 
Probe mikroskopisch untersucht wurde. 

AuBerdem wurden Abimpfungen auf Fleischextraktagar und Wiirzeagar vor- 
genommen. Wahrend nach 12 Std noch groBe Mengen von staébchen- und kokken- 
férmigen Bakterien sowie Pilzhyphen angetroffen wurden, ergab sich nach 24 Std 
bedeutend reineres Wasser in dem Auffang des Ausflusses. Eine gleiche Uberpriifung 
wurde nun in den eigentlichen Waschglisern vorgenommen. Hier ergab sich, daB 
nach 36 Std die Glaser 3 und 4 und gegebenenfalls 5 weitgehend von Fremdinfek- 
tionen freigespiiltes Material (Leptothria-Ansammlungen) enthielten. Im 6. Glas 
waren hauptsichlich Bruchstiicke von Scheiden und, wie auch im 1. Glas, verein- 
zelte Verunreinigungen. Die Proben aus den Glasern 3 und 4 zeigten auf bebriiteten 
Roéhrchen relativ selten Fremdinfektionen. 

Diese vorgereinigten Bakterien waren nach drei darauffolgenden Passagen in der 
Standardnahrlésung als rein anzusprechen, da die naturgemiB aus dem nicht- 
sterilen Wasser mitgeschleppten Bakterien verschwanden. In den weiteren Ver- 
suchen, fiir deren Beimpfung sie nun verwendet wurden, kamen jedoch noch in 
durchschnittlich 15 v.H. aller Falle Verunreinigungen vor; diese Kulturen wurden 
verworfen. Von allen Versuchen wurden nach Beendigung Abimpfungen auf Fleisch- 
extrakt- und Wiirze-Agar vorgenommen, die nur mehr selten Fremdinfektionen 
ergaben. Positive Fille wurden wiederum verworfen. 


Der endgiiltig verwendete Stamm konnte somit als Reinkultur ange- 
sprochen werden. Méglich wurde dies nicht nur durch die Auswaschung 
der Organismen, sondern auch durch ihre niedrige Optimaltemperatur, 
den Zusatz geringer Mengen von Agar (S.44) und das ebenso selektiv wir- 
kende Nahrsubstrat, die verhinderten, da® waihrend der langen Zeitraume 
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der Reinigungsmethodik nicht mehr zu beseitigende Fremdinfektionen 
auftraten. Das mikroskopische Bild der Bakterien zeigte GroBen- 
verhaltnisse der einzelnen Organismen, die mit 10—70 u in der Lange 
und 1,5—2,5 uw in der Breite durchaus den normalen Abmessungen an 
den nattirlichen Standorten entsprachen; wobei hinzukommt, da8 der 
Standort des Versuchsstammes eine ahnliche Durchflutung aufzuweisen 
hat, wie sie in der Waschanlage vorhanden war. 


Kulturmethoden 


Die fiir das Arbeiten benétigte Massenkultur wurde in beliifteten Kolben heran- 
gezogen. Die mineralische Grundnahrlésung wurde bei 1,2 Atm. im Autoklaven 
sterilisiert und die getrennt sterilisierten Zusatze mit der Grundnahrlésung ver- 
einigt. Infolge der relativen Selektivitét des Nahrsubstrates und der Kulturbedin- 
gungen mit nicht sterilisierten Substraten zeigten nur 20 v.H. aller Falle Verun- 
reinigungen. 

Fiir die Vorversuche wurde mit der Wasserstrahlpumpe und zeitweilig mit einer 
Membranpumpe (Phywe) beliiftet. Fiir die Wachstumsversuche dienten einfache 

- Beliiftungskolben von je 21 Fassungsvermégen (Durchmesser 8 cm, Lange 40 cm) 
und Kluyverkolben (1 1). Die Kolben wurden mit 500 ml Nahrlésung beschickt und 
mit dem gereinigten Material beimpft. 

Bei der Heranzucht und Erhaltung des Stammes wurde mit einer Bakterienmasse 
beimpft, die einer Trockensubstanzmenge je ml Nahrlésung von 0,01—0,1 mg ent- 
sprach. Dabei muBte die Nahrlésung in bestimmten Zeitritumen durch frische er- 
setzt werden. Die Bakterien wurden leicht abzentrifugiert und sodann zusammen 
mit der neuen Nahrlésung in die Kolben gegeben. Die Kluyverkolben wurden so 
eingerichtet, daB sie es méglich machten, die — nach 1 Std etwa — vollstandig ab- 
gesetzten Bakterienmassen von der dariiberstehenden Nahrlosung zu befreien, ohne 
daB die Kolben geéffnet zu werden brauchten. Ebenso konnte durch eine Schliff- 
offmung die neue Nahrlésung wieder in die Kolben gegeben und mit den Bak- 
terien vereint werden. Auf diese Weise war weitgehende Sicherheit vor Fremd- 
infektionen gegeben. Versuche, das Problem der Nahrstoffzufuhr mit einem beliif- 
teten, nahtlosen Dialysierschlauch (GILDEMEISTER u. NEusTaT 1934) zu lésen, be- 
friedigten nicht. 

Fiir die Versuche wurde aus den Zuchtkolben abzentrifugiert und so viel in die 
Kulturkolben eingeimpft, daB die angesetzte Nahrlésung stets eine Anfangs- 
trockensubstanzmenge von 0,01 mg je ml hatte. — Die Temperaturen von 13, 15, 
18, 20 und 27°C wurden im Brutraum bzw. in einem auf 18 oder 15°C konstanten 
Raum erzielt. In den anderen Fallen wurde mit Wasserkithlung Temperaturkon- 
stanz erreicht. 

Die Luftmenge wurde einer Druckluftleitung entnommen und durch ein groBes 
Wattefilter und eine 20% ige KOH enthaltende Waschflasche zum Kohlensaure- 
entzug geschickt, um sodann, gereinigt und kohlensaurefrei, in einem bestimmten 
Strom (3—41 je Std) durch die Glasfritten zu perlen. Auch 2 und 51 je Stunde 
gaben keine unterschiedlichen Resultate. Die Kolben wurden mit Calciumchlorid- 


rohrchen verschlossen. 
Analysenmethoden 


Zur Trockensubstanzbestimmung war die Triibungsmessung mit einem 
Colorimeter nicht zu verwenden, weil die Flockenbildung in den Reagensglasern 
oder Cuvetten keine exakten Messungen zulieB. Die von Rapiur (1955) benutzte 
Abhangigkeit der Extinktion vom Trockensubstanzgehalt einer Zellsuspension, 


Trockensvbstonz 
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gemessen im Kompensationsphotometer von Leitz, ergab wohl angenaherte Werte, 
brachte aber keine befriedigenden Ergebnisse. Besser befriedigte diese Methode bei 
Kulturen, die in ihrer Nahrlésung statt Eisen Mangan enthielten und so eine be- 
deutend stirkere Verfarbung zeigten. 
Es muBte also eine direkte Trockensubstanzbestimmung durchgefiihrt werden. — 
Die den Kolben entnommene Suspension wurde abzentrifugiert, gewaschen und bei 
105°C getrocknet. Dabei stérten die mit Eisenverbindungen inkrustierten Scheiden. 
Parallelmessungen zeigten groBere Schwankungen bis zu 10%. Auch zeigten die 
Eiseninkrustierungen keine Parallele zur Trockensubstanz; vielmehr ergab sich ein 
Auf und Ab der Werte. Daher sollten die 
Scheideninkrustierungen nach Méglichkeit 
entfernt werden. Es wurden Salzsaure- 
konzentrationen von 0,2, 0,5, 1, 2 und 3% 
— verwendet. Je 25 ml Salzséure wurden mit 
Gelostes Eisen 25 ml Bakterienaufschwemmung (Trok- 
kensubstanzgehalt ohne Saureeinwirkung 
50 mg), innerhalb 1 Std mehrmals geschiit- 
telt und anschlieBend mit Aqua dest. aus- 
gewaschen. Vor dem Auswaschen wurden 
die jeweils 50 ml zentrifugiert (3000 U/min) 
und das Zentrifugat bei 105° C 3—4 Std 
SS j getrocknet. Abb. 1 zeigt, daB 2%ige HCl 
Organische Substonz die Eiseninkrustierungen aus den Scheiden 
weitméglichst herauszulésen vermag. Bei 
den anfallenden Trockensubstanzbestim- 
mungen wurde daraufhin, wie beschrieben, 


Abb. 1. mit 2%iger HCl gearbeitet. 
Herauslésung der Hiseninkrustierungen Die stérenden Einfliisse des Agars, der 
aus denScheiden mit Hilfe verschiedener % d ist Nahrlé thal 
TOK onrentennlonen in den meisten ahrldsungen enthalten 


war, wurden auf verschiedene Art und 

Weise umgangen. Einmal wurden Parallel- 
kulturen ohne Agar angesetzt, zum anderen wurden mit Membranfiltern durch 
Waschungen mit Druck und heiBem Wasser zur Entfernung des Agars sehr gute 
Ergebnisse erzielt. Es erwies sich das Ultrafiltrationsgeriit nach Thiessen mit Druck- 
aufsatz und dem Membranfilter 9 (Membranfilter Géttingen) als brauchbar. Da 
hierbei durch den langen, meist mehrere Stunden dauernden Arbeitsgang viel Zeit 
verlorenging, wurde oft eine einfachere Bestimmung (Mitwiegen der Agarkonzen- 
trationen und den rechnerischen Abzug) durchgefiihrt. Blindproben bestitigten 
jeweils die Zuverlissigkeit. 


Stickstoffbestimmungen wurden mit einer Kjeldahl-Apparatur nach Parnass 
durchgefiihrt. 


Der Sauerstoffverbrauch wurde in der Warburg-Apparatur (Modell V; 
Braun-Melsungen) gemessen. Doppelcapillarmanometer wurden mit GefaBen mit 
zwei seitlichen Ansitzen versehen. Die Sauerstoffaufnahme der Organismen wurde 
nach « = h- k (h Druckdifferenz, k Gefi&konstante) bestimmt. Jedes Gefai8 wurde 
mit 2 ml einer in Aqua dest. aufgeschwemmten Bakteriensuspension und 1 ml 
Nahrsubstrat beschickt. Im Mitteleinsatz befand sich die 20%ige KOH (0,2 ml) 
zur CO,-Adsorption oder bei den nach der -- KOH-Methode laufenden Reihen 
0,2 ml Aqua dest. In den Seitenarmen befanden sich bei Bedarf je 0,1 ml des 
jeweiligen benétigten Substrates. Die von den Gro&kulturen abzentrifugierte und 
gewaschene Bakterienmasse war jedesmal so gewiahlt, daB die Einsaatmenge je 
Milliliter 1 mg Trockensubstanz betrug. Bei gréferen Fliissigkeitsmengen erfolgte 
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die entsprechende Umrechnung auf Milliliter. Die Temperatur von 20° C war nur 
mit einer genau eingestellten Wasserkiihlung zu halten. Mit der Apparatur konnte 
zwar auch noch bei einer etwas unter 20° C liegenden Temperatur gearbeitet werden, 
aber dabei traten nach spatestens 1 Std Schwankungen auf, so da ein Auswerten 
unmoéglich wurde. Die Versuche wurden stets dreimal wiederholt. Auch liefen 
immer Blindproben mit. 

Veraschungen wurden nach Humpurigss (1956) durchgefiihrt. — Die Fett- 
bestimmung wurde nach Grrrers (1937) durchgefiihrt. — Aminosauren- 
bestimmungen wurden papierchromatographisch vorgenommen (PoLson u. Mit- 
arb. 1947; Prennia, 1954). 

Die Bestimmung des Eisens im Standortwasser und in Kultur wurde nach 
der Zusammenstellung deutscher Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und 
Schlammuntersuchung nach Haase (1954) durchgefiihrt, die auf der Bestimmung 
von Gesamt-Hisen, von Eisen(III) und von Eisen(II) als Differenz beruht. Mit 
dieser Methodik konnten sehr genaue Werte ermittelt werden, wie sich nach 
Parallelbestimmungen, die auf einer Zusammenstellung photometrischer Be- 
stimmungsmethoden von GLEMSER (1951) beruhten, ergab. 

Die po-W erte wurden mit Lyphan-Papier bestimmt; teilweise mit dem Metrohm- 
MeBgerat (Typ E 196). 

Als Chemikalien wurden allgemein Merck p. a.-Praparate benutzt, nur die 
Mangansubstanzen wurden von Riedel de Haén bezogen. 

Alle Methoden wurden grundsatzlich mindestens dreimal im Versuch angewendet 
und das Ergebnis verworfen, wenn sich nicht Ubereinstimmung ergab. In den 
Abbildungen wird jeweils ein einzelner typischer Versuch wiedergegeben. 


Versuchsmaterial 


Standort des Versuchsstammes 


Die fiir die Versuche verwendeten Hisenbakterien stammten alle von einer 
Sickerstelle eines Dammes am Rande Goéttingens, der 1954 errichtet wurde, um 
den Gronebach zu kanalisieren. Dieser Wasserlauf nimmt seinen Weg hauptsachlich 
durch Wiesen und Felder; einige Industriebetriebe liegen an ihm. Kin mit einem 
Uberlauf versehener Teich (der Uberlauf 6ffnet sich zu dem kanalisierten Teil der 
Grone), liegt auf einer Strecke von 200 m 2 m hoher auf der anderen Seite des mit 
dichtem Gras bewachsenen Dammes. Der Teich erhalt ZufluB aus der Grone, die 
kurz vorher durch den erwahnten Damm gestaut wird. Am Fufe des schragen 
Dammprofils (etwa 3m) befindet sich ein 50cm breiter waagerechter Absatz, 
iiber den das Sickerwasser in die noch tiefer gelegene Grone flieBt. 

Hier bilden sich an vielen Stellen die Eisenbakterienlager aus, die mit ihrem 
wattigen Aussehen und der starken Farbung sofort auffallen. Mehrere Lager sind 
bis zu 100 m von dem Teich entfernt; sonst wurden im Gronelauf keine weiteren 
Vorkommen gefunden. Die Zahl der Lager auf dieser etwa 250 m_ langen 
Strecke schwankte zwischen 5 und 30. Jedes einzelne Vorkommen zeigte von 
Januar bis Februar einige braunrote Flecken, die aus leeren, stark verkrusteten 
Scheiden bestanden. Im Marz verschwanden meist auch diese Anzeichen von Kisen- 
organismen. Im April zeigte sich dann ein erster diinner hellbraunroter Anflug, 
der hauptsichlich aus jungen Scheiden bestand, die sich im mikroskopischen Bild 
gelb zeigten. Im Mai wurde dann die Farbung immer intensiver und ging bis zum 
Sommer in ockerfarben iiber, um zum Herbst wieder eine braunrote Tonung anzu- 
nehmen. 

Die Lager, iiber die das Sickerwasser fortwahrend hinwegrieselte, waren zum 
Zeitpunkt, wo fast alle Scheiden Bakterien enthielten, meist im Juni, Juli, August 
und September, durchschnittlich 5080 cm lang und bis zu 2 cm dick. Starke 
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Regenfalle lieBen die Ausdehnung zuriickgehen. Es war nicht zu entscheiden, ob dies 
an einer mechanischen oder physiologischen Wirkung (Verdiinnung) des Regens lag. 

Von den Fundorten wurde einer ausgewahlt und iiber ein Jahr (1955) auf Eisen- 
gehalt, Kaliumpermanganatverbrauch und Temperatur iiberpriift: Marz (11.—13.) 
bis April (26.—28.), Temp. 0° C; Gesamteisengehalt 0,9 mg/l; Permanganatver- 
brauch 10,0 mg/l. — Mai—Oktober an je 3 Tagen Temp. 7—11° C; Gesamteisen- 
gehalt 1,0—1,5 mg/l; Permanganatverbrauch 15,0—16,0 mg/l. — November 
ebenso, nur Temp. 3° C. 

Die Untersuchungen wurden unter Beachtung der vorgeschriebenen Vorsichts- 
maBnahmen nach Haase (1954) unternommen. — Der Eisengehalt der Proben 
bezieht sich auf das Gesamteisen. Der Eisen(II)-Gehalt bewegte sich zwischen 0,4 
und 0,7 mg/l. Er ist nicht angefiihrt, da er offensichtlich stairker schwankt. Durch 
die relativ wenigen Messungen, Wettereinfliisse (z. B. starker Regen) und die 
Empfindlichkeit des Fe(II)-Ions, ist hier der Unsicherheitsfaktor zu groB, als das 
verlaBliche Werte zu erhalten waren. Der Eisen(II)-Gehalt sank allerdings nie 
unter 0,4 mg/l ab. Der relativ konstante Eisengehalt von 0,9—1,5 mg/l und der 
niedrige Kaliumpermanganatverbrauch sowie Temperaturen von 8—10° C ergeben 
ein Bild, das den bisher beobachteten Bediirfnissen von Lept. ochracea entspricht 
(CHOLODNY 1926, DorFrr 1935, Brarr 1952). Zu ergiinzen ist noch, daB der py-Wert 
bei allen Proben zwischen 5,9 und 6,1 lag. 

Bei schwacheren Vorkommen wurden bisweilen auf den Eisenwassern eigentiim- 
liche und irisierende Oberflachenhautchen gesehen. Nach Kurzwem u. EXNER 
(1954) handelt es sich um Konzentrationsanreicherungen von Eisenoxydhydrat- 
molekiilen durch Adsorptionswirkung der Grenzflache Luft-Wasser. Einwirkung 
auf diesen ProzeB haben Elektrolyte (anorg. krist. Abscheidungen; durch Saure- 
wirkung auch Bakterien). Die Hisenhiutchen waren an diesem Standort nur ganz 
sporadisch und selten zu finden. 

Uber die Gronefundorte hinaus wurden noch eine ganze Reihe von Fundorten 
oberflachlich untersucht. So mehrere Stellen an dem AlsterfluBlauf bei Wellings- 
biittel, an der Unterelbe bei und nérdlich Blankenese, in Wiesengraben bei Bill- 
stedt/Hamburg und Trittau/Holstein, sowie am Seeburger See/Eichsfeld und in 
Sumpfgraben bei Hannover. Hinzu kommen eine ganze Reihe von Fundorten, die 
weniger reich waren. Alle zeigten den gleichen Organismus wie bei dem Géttinger 
Vorkommen. 


Charakterisierung des Versuchsstammes 
Morphologie 

Die vom Fundort entnommenen Bakterien wurden mikroskopisch tiber 
{ Jahr lang untersucht. Das mikroskopische Bild zeigte eine Skala von 
Scheiden verschiedener Breite und Linge, die aber alle die Berliner Blau- 
Reaktion auf Eisen(II1) gaben. Die Faden waren meist locker unterein- 
ander in mehr oder weniger gréf8eren Verbinden verflochten (Abb. 2), 
woher wohl das wattige Aussehen der Eisenbakterienlager riihrt. Die 
Verflechtung ist auch im Kulturmedium vorhanden (Abb. 3); allerdings 
erreichte sie dort nie das AusmaB, wie am natiirlichen Standort. Auch die 
besonders starken Hiseninkrustierungen und freien Eisenablagerungen 
finden sich in Kultur nicht. 

Die einzelnen Faden waren 1,5—2,5 w breit und 10—100 bt, in Einzel- 
fallen 500 und mehr yw lang. Die Farbe schwankte von hellgelb iiber gelb- 
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rot und braunlichrot bis braun. Von Juni bis September zeigt das mikro- 
skopische Bild der direkt entnommenen Organismen 90°% hellgelber bis 
gelbroter Scheiden. Die eigentlichen Bakterien waren bei einiger Ubung 


schon ohne Farbung in den 
Scheiden zu erkennen, insbe- 
sondere, wenn einige leere 
Scheiden zum Vergleich vor- 
handen waren. Die leeren 
Scheiden zeigten némlich eine 
deutliche Héhlung in der Mitte 
der Scheide, was bei den be- 
lebten Scheiden kaum zu er- 
kennen war. Es wurde die Far- 
bung nach CHoLopny (1926) 
angewendet, wobei man die 
Bakterien mit  verdinnter 
HCl und 5% iger Blutlaugen- 
salzlosung behandelt und da- 
nach Jodjodkalium einwirken 


af 
aed 
ard 


. Untereinander verflochtene Hisenbakterien- 


verbinde (Leptothrix ochracea) 


vom natiirlichen Standort bei Géttingen. 240 x 


1aBt. Die gelblichbraunen Organismen bilden einen Kontrast zu den 
blauen Scheiden. Allerdings gibt auch diese Farbung, genau wie Far- 
bungen mit Gentianaviolett und Carbolfuchsin keine ganz befriedigen- 
den Bilder. Abb. 4 zeigt ein ungefarbtes Bakterium, das einen deutlichen 


Drall erkennen la8t, der vielen Bakterien eigen war. 


Pas 


Abb. 3. Untereinander verflochtene Hisenbakterienverbande 
(Leptothria ochracea) aus Kultur. 240 x 


= 


Abb. 4. Leptothrix ochracea- 
Faden aus Kultur. 800 x 


In ihr ist auch sehr deutlich die mit Eisen inkrustierte Scheide zu erkennen. 
Wie ausgefiihrt, ist das eigentliche Bakterium nur sehr schwerzuerkennen, 
und es bedarf einiger Ubung, in Praparaten, wo die Scheiden teilweise 
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herausgelést waren (0,5°, HCl), eine schwache Granulierung zu erkennen. 
Die Masse der zu den Versuchsstammen entnommenen Bakterien (ohne 
Scheide gemessen) lag mit ihren Abmessungen bei 1,2—1,4 4 Breite 
und 5—80 yw Lange; ein Vergleich mit aus den Scheiden hervorragenden 
Bakterienfaiden (was hin und wieder vorkam, wie auch schon andere Be- 
obachter angeben) zeigt, da diese Werte zuverlassig sind. 

Das Bakterium wurde weder in kleinen Einzelzellen noch in Zellketten 
angetroffen. Es handelte sich immer um einen zusammenhangenden 
Faden ohne irgendwelche Einschniirungen oder Zellwande. Vereinzelt 
konnten Scheiden beobachtet werden, die an einer Stelle der Scheide ein 
Loch‘, eine Einkerbung hatten, so daf es hier schien, als ob das Bak- 
terium mit dem umgebenden Medium in direktem Kontakt stehen 
kénnte. — Die Feststellung der fadigen Form der Organismen als einzig 
anzutreffender Form steht in einem gewissen Gegensatz zu den bisherigen 
Charakterisierungen, in denen alle Autoren von dem Vorkommen von 
Zellketten neben den normalen Faden sprechen. Sogar fiir scheidenlose, 
, ausgekrochene™* Faden gibt es eine Reihe von Hinweisen. Dies konnte 
von mir nie beobachtet werden, weder in Kultur noch in den Proben der 
verschiedensten Fundorte: Zellketten oder homogene Faden, die nur mit 
einer diinnen Scheide umgeben waren, die schwer zu erkennen war, zeigten 
sich auf einigen Auswuchsstellen eines Fleischextrakt-Agars und erwiesen 
sich mit ihrer Breite von mindestens 2,5 nach BERGEY (1948) als Sphaero- 
tilus natans. 

Der vorliegende Organismus wurde als Lept. ochracea Kiitzing be- 
stimmt. [Literatur dazu: CHoLopNy (1926), BeRGry (1948) und BreGERr 
u. BRINGMANN (1952)]. 


Zusammensetzung der Trockensubstanz 


Das Ergebnis der Trockensubstanzbestimmungen ohne Aschegehalt 
zeigt Abb. 1 (untere Kurve). Vor allem ist dort der auBerordentlich groBe 
Anteil des Kisens an der Zusammensetzung des Bakteriums zu erkennen. 
Dieser hohe Aschegehalt von 35°, nach einer Behandlung mit 2° iger 
HCl, enthalt ohne Zweifel ebenfalls noch Eisen, das sich auf diesem Wege 
nicht herauslésen lieb. Versuche mit Essigsiure brachten keine besseren 
Ergebnisse. Die aschenfreie organische Substanz enthalt 50° Eiweif, 
47°, Kohlenhydrate und etwa 3° Fett. 


Die Aminostiurenkomponente des Bakterieneiweipes 


Es wurden zur Feststellung der Aminosiuren von Lept. ochracea ein- 
dimensionale und zweidimensionale Papierchromatogramme angesetzt. 
Tab. 1 zeigt das Ergebnis. 

Ks konnten nicht alle Aminosiiuren nachgewiesen werden, die sonst bei 
Chlamydobakterien in allerdings geringen Mengen anzutreffen sind. Dies 
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mag auf den st6renden EiseneinfluB oder auch auf Zerstorung bei der 
Hydrolyse zuriickgefiihrt werden kénnen. Auch Histidin war nicht nach- 
zauweisen bzw. in so geringen Spuren vorhanden, daf es nicht nachgewiesen 
werden konnte. Das sonstige Bild stimmt ziemlich genau mit den Werten 
von Sphaerotilus natans iiberein, die HOHNL (1955) sowie KANDLER u. 
ZEHNDER (1955) angeben. Letztere bezeichnen den geringen Histidin- 
gehalt als vielleicht typisch fiir Chlamydobakterien. 


Tabelle 1. Aminosdurenkomponente des Leptothria-HiweiBes 
+: Anzahl des Zeichens gleich Menge; O: Spuren oder negatives Ergebnis 


Gefundene Aminosiuren | Aminosiuremengen | Gefundene Aminosiuren Aminosiuremengen 
Baran? St ++tt+ Methionin ... fe) 
miecyaaie ©. 3. tN, | ++4++ Phenylalanin . . fe) 
Asparaginséure . . | +++ Proline AS. +++ 
Cystine . il. BM O Serin fers tapes. +++ 
Glutaminsaure. . . | +++ Tareonin’ ie. taue +++ 
Glykokoll . .?)) 62 +H4+ Tryptophan. . . fe) 
Pichicine !. 1-5-4 O Ryrosinze. + Pe + 
Leucin u. Isoleucin . ++++ Valine oes) aero. +++ 
MGVSIN ee cs im ++4++ 


Stoffwechselphysiologische Untersuchungen 


Die Rolle des Hisens 
Verschiedene Voraussetzungen fiir die Untersuchungen 


Besonders auffallig ist die Abhangigkeit von der Temperatur. 


Ligske (1911) spricht von einem sehr guten Wachstum von Gallionella zwischen 
0° und 6° C. Fiir Lept. ochracea gibt Moxiscx (1910) Zimmertemperatur als optimal 
an. Fir Lept. ochracea wurde von CHoLopny (1926) die optimale Temperatur eben- 
falls um 20° C angenommen; er vermerkt jedoch einen Fall, wo bei + 1° bis — 2° C 
groBe Mengen Leptothrix an einem natiirlichen Fundort vorhanden waren. Auch 
Wawrik (1956) berichtet, daB Siderocapsa arlbergensis in sehr groBen Mengen in 
einem noch zu 9/,, mit Schnee und Eis bedeckten Hochgebirgstiimpel anzutreffen 
war. Dorrr (1935) spricht allgemein von einer fortlaufenden Linie von Psychro- 
philie zur Thermophilie bei den Eisenbakterien. Fiir Leptothriz gibt er Beispiele 
natiirlicher Fundorte mit Temperaturen von 7,1 bis 16,7° C. BrcEr u. BRINGMANN 
(1952) stellten durchschnittlich bei 10,5—12,5° C Lept. ochracea-Bewuchs in Ver- 
teilungsbecken eines Wasserwerkes fest. 

Zur Ermittlung der fiir meinen Stamm giinstigen Temperatur (Versuchs- 
anstellung S. 37) dienten Trockensubstanzbestimmungen tiber 300 Std in Kluyver- 
kolben. Das Nahrmedium war die 8.35 angegebene Standardnahrlosung. Alle 
48 Std wurden Proben entnommen. Die Temperatur wurde direkt in den Kolben 
gemessen. 


Abb. 5 zeigt das Ergebnis. Da, technisch bedingt, keine Messungen 
unterhalb 13° C méglich waren, konnten nur 13, 15, 18, 20 und 27° C aus- 
gewertet werden. Dabei zeigte sich eindeutig, daf unterhalb 20° C gelegene 
Temperaturen bevorzugt wurden. Durch viele Parallelversuche ergab 


Trockensubstonz se m\ 
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sich, daB darunter nicht wesentlich unterschiedliche Trockensubstanz- 
ausbeuten in der angegebenen Reihenfolge erscheinen. Uber die Tempera- 
turen unterhalb 13°C kann auf Grund der 8.40 vom natiirlichen Stand- 
ort mitgeteilten Beobachtungen, die ja keine Temperatur tiber 11° C 
zeigen, gesagt werden, da das Optimum fiir Lept. ochracea bei 9—13° C 
zu suchen ist. Dies erginzen auch (allerdings ungenaue), bei von 11 bis 
13° C schwankenden Temperaturen durchgefiihrte Versuche, die zahlen- 


Wochstumsze/t 


Abb. 5. Trockensubstanzbildung in Abhangigkeit 
von der Temperatur 


maBig ganz knapp tiber der 
fiir 13°C erhaltenen Trocken- 
substanzausbeute liegen. 

Das Licht hat nach einer Reihe 
von Versuchen bei durchgehender 
Beleuchtung (60 W; Tageslicht) 
und durchgehender Dunkelheit 
keinerlei EinfluB auf das Bak- 
terium; dies wird auch von allen 
Autoren festgestellt. 


Die Reaktion des Nahr- 
substrates spielte bei den vor- 
liegenden Versuchen eine wich- 
tige Rolle. 

Die pxo-Werte des Standort- 


wassers ergaben sehr konstante 
Werte um 6,0. Dorrr (1935) gibt 


Werte von 5,5—5,8 an fiir ein Eisenquell-Gebiet. In Wasserwerken mit Leptothrix- 
Vorkommen liegen die Werte meist zwischen 6,4 und 7,9. ErNsELE (1940) be- 
schreibt ausfiithrlich die bekannte Empfindlichkeit des in Wasser léslichen Ferro- 
bicarbonates gegen Sauerstoff, wobei in wenigen Minuten bei px 7,0 die durchliiftete 
Probe oxydiert ist. Bei 6,7 dauert es etwa 1 Std, waihrend bei py-Werten um 6,0 
mehrere Tage zur Oxydation durch Luftsauerstoff nétig waren. 


Es wurde stets auf einen pa-Wert unter 7,0 geachtet; die Kulturen 
hatten, wenn nicht anders vermerkt, ein pq von 6,0. Dariiber hinaus 
wurde nicht das empfindliche Bicarbonat, sondern Eisen(II)-Sulfat und 
Kisen(I1)-Ammonium-Sulfat benutzt. Auch hier ist die Substratoxyda- 
tion zu beachten; sie trat aber innerhalb der Versuchszeit nicht merkbar 


in Erscheinung. 


Wahrend der Versuchsdauer wies der py- Wert nur geringfiigige Schwan- 
kungen auf; meist stieg er in 5 Std um 0,1—0,2, also auf 6,1 oder 6,2, 
um danach wieder auf den urspriinglichen Wert abzufallen. 

Als sehr férdernd stellte sich die Wirkung einer geringen A garkonzen- 
tration heraus. Nur durch diesen geringen Agarzusatz zeigte sich der 
Weg, wie mit diesen Eisenbakterien zu arbeiten ist. 


Ripper (1936) und Ripper, Bear u. Naser (1938) wiesen nach, daB ein Zusatz 
von Agar eine giinstige Wirkung, insbesondere Eisenwirkung nach sich zieht. 
Ripper (1936) zeigte, daB die Agarwirkung nicht auf seinem Eisengehalt beruhen 
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kann, was in diesem Zusammenhang von einiger Wichtigkeit ist. Es wurde sog. 
chemisch reines Agar (new pure chemical Agar-Agar, sheet; K. C. C. Japan) fiir 
die Versuche verwendet. 

Da die wachstumsférdernde Wirkung des Agars auch bei Lept. ochracea 
auftritt, wie Abb. 6 zeigt, wurde. bei den weiteren Versuchen, die optimale 
Agarkonzentration von 0,025°% genommen. Der Vergleich mit der Kurve 
ohne Agar zeigt, da die ,,Aufnehmbarkeit oder Verwertung des Eisens“ 
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Abb. 6. Trockensubstanzbildung in Abhiingigkeit von verschiedenen Agarkonzentrationen 


bzw. eine Viscositatserhohung durch das Agar entscheidend in die Stoff- 
wechselvorgiinge eingreifen. RADLER (1955) zeigt allerdings, daB sich die 
Viscositat bis zu 0,05°% Agar kaum verandert. Es ist also méglich, daB 
die ViscositétserhGhung und die damit verbundene bessere Sauerstoff- 
versorgung der Zellen (die Sinkgeschwindigkeit wird herabgesetzt) nicht 
die entscheidende Rolle spielt. Es ist eher anzunehmen, daf das Kisen in 
einer besonders wirksamen Form an die Organismen herangetragen wird 
(Chelat), die den physikalisch-chemischen Gegebenheiten der natiirlichen 
Vorkommen ahnelt. Das geht wohl auch aus dem Versuch ohne Agar 
hervor; denn diese Kurve in Abb. 6 erreicht nach weiteren 24 Std (in 
Abb. 6 nicht mehr eingetragen) denselben Ertragswert, wie die mit 
0,025% Agar. Nur ist einmal der Zeitpunkt des héchsten Ertrages um 
24 Std verschoben, und zum anderen erfolgt erst nach 200 Std ein ver- 
gleichbarer Anstieg der Trockensubstanzmengen. Ahnliches 1a8t sich auch 
in anderen Bakterienkulturen bei der Wirkung schwer léslicher Stoffe 


beobachten. 


Das Wachstum in Niéhrlésung mit optimaler Zusammensetzung 
500 ml der 8. 35 angegebenen Standardnahrlésung wurden in einen Kluyver- 
kolben gegeben und sodann mit den in den Zuchtkolben herangezogenen Bakterien, 
die abzentrifugiert, gewaschen und in Aqua dest. aufgeschwemmt wurden (Hinsaat- 
menge 0,01 mg je Milliliter) beimpft. Temperatur 13° C. 
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Innerhalb 300 Std, Messungen alle 48 Std, ergab sich der in Abb. 5 wieder- 
gegebene Kurvenverlauf. Hiermit war eine eindeutige Substanzzunahme 
erwiesen. Es muBte jedoch noch der Beweis erbracht werden, daf das Kisen 
eine fiir den Organismus von Lept. ochracea entscheidende Rolle spielt. 

Vorausgeschickt sei, daB 
ohne organische Kohlenstoff- 
quellen kein Wachstum erzielt 
werden konnte; ebenso konn- 
ten ohne Kohlensadure keine 
Trockensubstanzgewinne  er- 
mittelt werden. Naheres dazu 
weiter unten. 

Versuche mit der Standard- 
naihrlésung, nur ohne FeSQ, 
und (NH,),Fe-(SO,). verliefen 
trotz mehrfacher Wieder- 
holung negativ. Die Trocken- 
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Abb. 7. EHinfluB einer Substratzugabe auf ruhende 
Kulturen. Trockensubstanzbildung. Substratzugabe 


fiir A Standardnihrlésung, fiir B Standardnahrlésung 
ohne Fe(II), fiir C Standardnihrlésung nur 
mit Hisenspuren 
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Abb. 8. Hinflu8 einer Substratzugabe auf ruhende 


Kulturen. Gesamtstickstoff. Substratzugabe fiir A 
Standardnihrlésung, fiir B Standardnihrlésung ohne 
Fe(11), fiir C Standardnihrlisung nur mit Hisenspuren 


substanzbestimmungen erga- 
ben 0,005—0,01 mg je Milli- 
liter (die Wagungen wurden 
nattirlich an gréBeren Mengen 
vorgenommen), also keine Sub- 
stanzzunahme. Eher ware eine 
endogene Atmung anzuneh- 
men. 

Darauf wurde eine wachsen- 
de Kultur mit den entspre- 
chenden Eisenzusaétzen nach 
2 x48 Std abgebrochen, wo sie 
erfahrungsgemaB einen Trok- 
kensubstanzwert von 0,5 mg 
je Milliliter hatte. Dann wurde 
die Nahrlésung abgenommen . 
und durch eine gleiche ersetzt, 
in der aber die Eisen(II)- 
Gaben fehlten, das Trocken- — 
substanzgewicht blieb nahe- 


zu konstant. Bei entsprechendem Nachgeben der Nahrliésung wurde 
uber 800 Std hinweg ein nur geringfiigig sinkender Trockensubstanz- 
wert erhalten, der am Ende dieser Zeit bei einer ganzen Anzahl von 
Parallelkulturen bei 0,45 und 0,47 mg je Milliliter lag. Hiermit war 


allerdings immer noch nicht iiber die Rolle des Eisens Klarheit ge- 
schaffen. 
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Abb. 7 (Trockensubstanzgehalt) und Abb. 8 (Stickstoffgehalt) zeigen 
den weiteren Verlauf der Untersuchungen. Drei ruhende Kulturen, mit 
Trockensubstanzwerten zwischen 0,42 und 0,50 mg je Milliliter, wurden 
zur Kontrolle in Fe(II)-freier Standardnihrlésung tiber 100 Std laufen- 
gelassen, dann wurde die Nahrlésung abgenommen und im Versuch A 
die Standardnahrlésung [mit Hisen(II)], im Versuch B mit der Standard- 
nahrlésung ohne Eisen(II)-Gaben und im Versuch C mit der Standard- 
nahrlésung mit stark vermin- 
derten Eisengaben (fiir beide 3a 
Hisensalze nur je 0,00005%), 
beschickt. Kurve A (Abb. 7) 
zeigte nach der Hisen(II)-Zu- 
gabe eine starke Zunahme 
der Trockensubstanz. Ebenso 
verlauft die Stickstoffkurve 
(Abb. 8 A). Anders verhalten 
sich die Kulturen von Bund C. 
Wahrend B erwartungsgemaB 


et 
[\ Gna e os 4 


ay a ee unbeimptt 
aN 


Beak 


— 
~ 
~ 
on 


~ 


Fe -Z—Geha/t 
S 


: i : 50 
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zeigt, war bei C in Abb. 7 ein Abb. 9. Hisen(II)-Gehalt unbeimpfter 
kleiner Gewinn an Trocken- und beimpfter Kulturen (pu 6,0 und 6,2) 


substanz zu verzeichnen, der 

sich tiber 2x48 Std erstreckt, aber so gering ist, daB er kaum auBer- 
halb der Fehlergrenze liegt, zudem zeigt C in Abb. 8 keinen gleich- 
wertigen Anstieg des Gesamtstickstoffs. Der Verlauf der Stickstoffkurve 
(Abb. 8 A) beweist, daB die Wachstumssteigerung durch Hisen(II) nicht 
etwa dadurch vorgetaéuscht wird, daB die Substanzzunahme etwa durch 
stirkere Kiseneinlagerung verursacht sein kénnte. 

Parallel zu den Trockensubstanz- und Stickstoffbestimmungen wur- 
den Eisenbestimmungen durchgefiihrt (Abb. 9). Die unbeimpfte Kultur 
(mit dem py 6,0), die wie die beimpfte beliftet wurde, fallt nur ganz 
schwach ab. Dies spricht fiir die Richtigkeit der Annahme, dai der 
Kisen(II)-Gehalt der Nahrlosung bei dem py-Wert 6,0 nicht baw. nur 
ganz unwesentlich trotz der starken Sauerstoffversorgung bei der Be- 
liftung sinkt. Bei einem py-Wert von 6,2 ist der Abfall schon wesentlich 
stirker, noch starker bei py 6,5 (nicht eingezeichnet), wahrend bei px 7,0 
(nicht eingezeichnet) meist schon nach kurzer Zeit keine exakten Werte 
mehr erhalten werden konnten. Bei den beimpften Kulturen war der 
Eisen(II)-Gehalt der Nahrlésung stark abgesunken. Das Verhaltnis der 
Reihe mit py 6,0 zu der mit px 6,2 entspricht dem Kurvenverlauf der 
unbeimpften Kulturen und zeigt so sehr gut eine Wechselbeziehung zwi- 
schen den Organismen und dem Eisen(II)-Gehalt der Nahrlésung. Da 
mit sinkendem Wert des Eisen(II)-Gehaltes eine Zunahme an Trocken- 
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substanz und Gesamtstickstoff einherging, so ist anzunehmen, daf ein 
ursachlicher Zusammenhang besteht. 

Der in Abb. 10 wiedergegebene Versuch zeigt den maBgeblichen Ein- 
fluB des Eisen(II)-Gehaltes der Néahrlésung auf das Wachstum von 
Lept. ochracea. Zwei Kulturen (Trockensubstanz je Milliliter zwischen 0,8 
und 1,0 mg), die 200 Std in der Standardnahrlésung ohne Eisengaben 
gehalten waren, wurden (I in Abb. 10) abzentrifugiert und bei 13°C 

aufbewahrt. Sodann wurde die 


ie Bakterienmasse in dest. Was- 
= ser aufgeschwemmt und drei- 
mal im Laufe von 300 Std 
10 mehrere Stunden lang stark 
@ beliiftet, so daB der in Abb. 10 
erkennbare Substanzverlust 
eintrat (bis auf etwa 0,05 mg 
ad je ml). Nach 300 Std (II der 


Abb. 10) wurden die Bakterien 
wieder in entsprechende Nahr- 


? “ 8 
tt EEE = 6 ben. Kurve A 
°9 200 400 600 B00 Std. lésungen gegebe 


Wachstumszeit [vollstandige Nahrlésung mit 


Abb. 10. Vergleich zwischen einer wachsenden und Eisen(IT) ] zeigt nach einer an- 
menivachesen Kultur, Treckemntsenlwnt.  finglichen stationdiren Phase 
A ab IT in Standardniihrlésung mit Fe(II), B ab IT die erwartete Trockensub- 

in Standardnihrlésung ohne Fe(IT) stanzzunahme, Kurve B[Stan- 
dardnahrlésung ohne Eisen(II)] nach einem schwachen Anstieg der 
Trockensubstanz einen volligen Abfall, wahrscheinlich infolge zu starker 
Schadigung der Organismen durch die endogene Atmung wahrend 
der dreimaligen Beliiftung zwischen I und II und dem mit der Zeit 
volligen Fehlen der letzten Eisenspuren, auf die wohl der schwache An- 
stieg zuriickgefiihrt werden kénnte. 

Diese Versuche zeigen, daB der Gehalt der Naéhrlésung an Eisen(I1) fiir 
das Wachstum von Lept. ochracea von ausschlaggebender Bedeutung ist. 
Ohne Eisen(II) wurde kein Wachstum festgestellt, wohl aber wurden | 
Kurven erhalten, die auf eine Veratmung organischer Stoffe schlieBen 
lassen, die also zur Befriedigung des Erhaltungsstoffwechsels dienen 
k6onnen, 


Das Wachstum in Nihrlésung mit variierter Zusammensetzung 
Die bisher als optimal angenommene Standardnahrlésung sollte nun- 
mehr variiert werden. 
Zuerst wurde versucht, die geeignetsten Salze und deren beste Zu- 
sammensetzung zu finden. Von vornherein bot sich durch die umfang- 
reichen Vorversuche eine Beschrinkung an. Daher wurden Eisen(II)- 
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Sulfat und Eisen(IT)-Ammonium-Sulfat als am geeignetsten ausgewahlt, 
da sie bei entsprechenden py-Werten keiner die Versuche storenden Luft- 
oxydation unterworfen waren. Bei Versuchen mit alleiniger Verwendung 
von Hisen(I1)-Sulfat stellten sich immer wieder unangenehme Storungen 
ein, ,, Treppenbildungen“ in den Kurven, die erst behoben werden konn- 
ten, als Kisen(IT)-Sulfat und Eisen(II)-Ammonium-Sulfat zusammen ver- 
wendet wurden. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn beide Kom- 
ponenten im Verhaltnis 50 : 50 standen, so daB je 0,0005% in die Nahr- 
lésung gegeben wurden. Bei steigender Menge von Eisen(II)-Sulfat treten 
storende Wirkungen auf, die eine exakte Auswertung nicht mehr ermég- 
lichten. Bei EHisen(II)-Ammonium-Sulfat war dies nicht der Fall. Wenn 
jedoch nur dieses Hisensalz verwendet wurde, lag die Ausbeute stets 
unterhalb der bei der Mischung erzielten Werte, wobei es sich selbst- 
verstandlich um die gleichen Ausgangsmengen handelte. 
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Abb. 11. Abhingigkeit der Trockensubstanzbildung von verschiedener Konzentration 
der Hisen(II)-Gaben 


Mit der Standardnahrl6sung wurden nun die verschiedensten Konzen- 
trationen der Eisengaben untersucht. (Abb. 11, Trockensubstanz und 13, 
Stickstoffaufnahme). Die bereits benutzte beste Konzentration lag bei je 
0,0005°% der beiden Hisen(II)-Salze. Gréfere Mengen wie 0,001 und 
0,002°% brachten ein schlechteres Ergebnis. Da das mikroskopische Bild 
der Scheiden keine auffallende Veranderung erfuhr, ist es schwer, eine 
Erklarung hierfiir zu finden. Es hatte im Bereich des Méglichen gelegen, 
daB das Uberangebot von Hisen zu starke Hiseninkrustierungen bewirkt 
und so die stoffwechselphysiologischen Funktionen gehemmt hatte. Es 
bleibt die Erklarung der Giftwirkung, wie sie fiir Eisen bei vielen Orga- 
nismen beobachtet worden ist, die aber hier kaum in Betracht kommt. 
Fiir die geringeren Konzentrationen entsteht ein ahnliches Bild. Beson- 
ders bei 0,0001% ist der Abfall gegeniiber der optimalen Konzentration 
sehr stark. 
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Mit Asparagin 0,005%, konnte nur ein kiimmerliches Wachstum be- 
obachtet werden, optimales Wachstum erst bei 0,01% Asparagin; 0,02% 
Asparagin ergab eine bedeutend geringere Ausbeute, héhere Asparagin- 
Gaben schadigten, und bei 0,1°% blieb das Wachstum aus. (Abb. 12 und 


49 b0,07% Asporagin 


| 
™g “0,006 %o(NH4)2 SOy 


= a 30,01% (NHa)2 S04 
Q 40 77 0,006 %oKN03 

4 o~ . 
S ie reid 7°0,02% Asporagin 
b= ty ” 
8 4 oy A 
Ss O5 a 
& 


0 rr 700 200 Std. 300 
Wachstumsze/t 


Abb. 12. Abhiingigkeit der Trockensubstanzbildung von verschiedenen Stickstoffquellen 
und deren Konzentrationen 
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Abb. 13. Abhingigkeit des gebildeten Gesamtstickstoffes von verschiedenen Stickstoffquellen 
und deren Konzentrationen 


13 fiir 0,01 und 0,02%.) Da Asparagin auch als Kohlenstoffquelle zur 
Verfiigung steht, wird darauf im folgenden eingegangen werden. 

Von den anorganischen Stickstoffquellen ergab 0,006% KNO, die 
héchsten Trockensubstanz- und Stickstoffausbeuten. Die Werte liegen 
allerdings weit unter denen der optimalen Konzentrationen fiir Asparagin 
und Ammoniumsulfat. Es sei noch bemerkt, daB ohne Stickstoff kein 
Wachstum erreicht werden konnte. 0,006°% Ammoniumsulfat erwies sich 
gegentiber hoheren Gaben als besser. 0,01% (Abb. 12 und 13) und 01% 
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(nicht eingezeichnet), erwiesen sich weder als férderlicher, noch behin- 
derten sie das Wachstum; erst tiber 0,1°% traten Stérungen auf und bei 
0,2% blieb das Wachstum aus. 
Zusammenfassend ergibt sich, daB sowohl organische als auch anorga- 
nische Stickstoffquellen fiir Lept. ochracea verwendbar sind. 
In Abb. 14 sind die wichtigsten Ergebnisse mit verschiedenen Konzen- 

trationen der Glucose in Verbindung mit verschiedenen Stickstoffgaben 
-zusammengefaBt. Die bekann- 

te optimale Konzentration er- 45 
gibt sich aus der Kurve A mit 
0,02°% Glucose und 0,01% 
Asparagin. Fir B und D gilt 
bei gleicher Glucosekonzentra- 
tion die in Abb. 12 und Abb. 13 
bereits gezeigte Tatsache, daB 
Ammonium (B) und Nitrat (D) 
mit je 0,006 %, in der Lage sind, 
Asparagin bis zu einem ge- 
wissen Grade zu_ ersetzen. 
Bei geringerer Glucosegabe i 
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(Reihe F mit 0,01%), macht Wachstumszelt 
sich ein starkes Absinken der Abb. 14, Abhingigkeit der Trockensubstanzbildung 
Trockensubstanz-Ausbeute be- von verschiedenen Glucosekonzentrationen und 
fc Stickstoffgaben. A Glucose 0,02%; Asparagin 
merkbar. Auch hohere Glucose- 0,01%. B Gl.0,02; (NH,),80, 0,006. C GI1.0; 
. 0 Asp. 0,03. D Gi. 0,02; KNO, 0,006. EZ Gl. 0,04; 
konzentration (0,04 /o) ergab Asp. 0,01. F Gl. 0,01; Asp. 0,01 in Gegenwart 
keine Verbesserung der Ergeb- von Fe(II). Erklirung im Text 


nisse (die Reihe #). Wenn nur 
Asparagin (0,03%) gegeben wird, so zeigt die Kurve C, daB es als 
C- und N- Quelle dienen kann. 

Es sei nochmals ausdriicklich bemerkt, daB die Eignung dieser, wie 
auch der im folgenden Abschnitt zu erwahnenden organischen Stoffe, fiir 
die Zellvermehrung nur in Gegenwart von Eisen(II) gilt. Bei Gegenwart 
von Eisen(III) tritt kein Wachstum ein. 

Abb. 15 zeigt die fiir einige andere organische Stoffe gefundenen 
Optimalwerte (als N-Quelle Asparagin). Maltose ist mit 0,02% in der 
Lage, Glucose als C- Quelle zu ersetzen. Fir Natriumacetat und noch 
schwerer fiir Natriumformiat konnten hier keine giinstigeren Werte ge- 
funden werden als die in Abb. 15, mit je 0,01% erzielten. Da der Ertrag 
bei 0,01°% Formiat héher ist als der mit 0,01% Glucose (Abb. 14), so 
muB8 Formiat eine noch bessere Kohlenstoffwirkung gehabt haben als 
Glucose; in noch héherem MaBe gilt das fiir Acetat. 

Glycerin nimmt insofern eine Sonderstellung ein, als dem hier wieder- 


gegebenen Kurvenbild eine Vorkultur vorausging. Hine erste Passage 
4* 
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mit 0,01°% Glucose und 0,005% Glycerin, danach eine zweite mit 0,005 % 
Glucose und 0,0075°% Glycerin. In den ersten 100 Std der Vorkultur, in 
denen der erste Schritt zur Gewdhnung lief, war die Trockensubstanz- 
bildung sehr gestdrt, und erst beim zweiten Schritt kam eine normale an- 
steigende Trockensubstanzkurve zustande. Die dann von dieser Vor- 
kultur abgeimpften Bakterien zeigten das in Abb. 15 erhaltene Kurven- 
bild fiir die Gabe von 0,01% Glycerin; ohne diese Vorkultivierung zeigten 
die Kurven keinen gleichmaBigen Verlauf. 
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Abb. 15. Abhingigkeit der Trockensubstanzbildung von Maltose-, Glycerin-, 
Acetat- und Formiat-Gaben in Gegenwart von Fe(II) 


Dariiber hinaus wurden einige Versuche mit Eisenhumat (C/N Verhiltnis 
= 14,5:1) in Konzentrationen von 0,1—0,5°4 gemacht. Leider konnten dabei 
keine exakten Ergebnisse erzielt werden. Die Kulturen gaben keine gleichmaBigen 
Trockensubstanzkurven und gingen oft unmotiviert ein. Eine Erklarung fiir dieses 
Verhalten konnte nur in der Nichtverwertbarkeit des angebotenen Eisenhumats 
gesucht werden. Bemerkenswert ist allerdings, daB in Gegenwart von Eisenhumat 
einige Kulturen ohne Beliiftung sehr lange lebend gehalten werden konnten. Es 
erfolgte dabei jedoch keine Substanzzunahme. 


Wachstum und Atmung in der Warburgapparatur 

Die bisherigen GroBkultur-Versuche in Kluyverkolben beschrankten 
sich auf Trockensubstanz-, Stickstoff- und Eisenbestimmungen. Es sollte 
nunmehr der Sauerstoffverbrauch und der Kohlensaureanfall im War- 
burggerat gemessen werden. Die Methodik der Messungen wurde nach 
Umprett (1951), die Fehlerberechnung nach Prrson (1953) vorgenommen. 

Der erste dieser Versuche wurde mit einer rein anorganischen Nahr- 
losung durchgefiihrt, bei Verwendung der Standardndhrlésung ohne 
Glucose und Asparagin. Die WarburggefiBe wurden mit der in Aqua 
dest. suspendierten Bakterienmasse beschickt und zeigten eine typische 
Leeratmung. Nach 5 Std wurde die Standardnahrlésung ohne organische 
Komponente, also ohne Glucose und Asparagin, zugegeben [mit 
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Kisen(II)]. Die Temperatur betrug 20°C, was durchaus als hemmender 
Faktor angesprochen werden konnte, aber, wie bereits angefiihrt, nicht 
abzuadndern war. Der py-Wert war 6,0. Abb. 16 zeigt in der Reihe A den 
plotzlichen Anstieg der Kurve des Sauerstoffverbrauchs nach der Sub- 
stratzugabe, gefolgt von einem schnellen Abfall, der (nicht mehr ein- 
gezeichnet) bis zum vélligen Aufhéren geht. In der Reihe B [die beschrie- 
bene Nahrlésung ohne Eisen(II)-Gaben] zeigt die Kurve ein vollig an- 
deres Bild. Zwar ist ein leichter Anstieg zu verzeichnen, dessen Herkunft 
nicht ohne weiteres zu klaren war, je- 


doch kann von einem zunehmenden 50 1 
Sauerstoffverbrauch, wie in Kurve A, ul | | 
nicht gesprochen werden. Da aus die- _ 
sem Versuch noch nichts Endgiiltiges = 
geschlossen werden kann, wurden wei- s 30 Z 
tere Versuche unternommen. 5 
Der Blindversuch ohne Beimpfung $§ yy! gypsy, 
des GefaBes verlief véllig negativ; eine = 
Autoxydation von Fe(II) liegt also SS, e & 
nicht vor. fametsaisc: iat y.) 
In zahlreichen Arbeiten wurde immer 0 


wieder darauf hingewiesen, daB die Scheide QPERAS eH” Oe PE nl JOSS TES ATE Sid. 


selbst das Hisen(II) rein mechanisch auf- aes 
nehmen und fallen kénnte, ohne daB der Abb. 16. Abhingigkeit des Sauerstoff- 
O : di P Bu beteilive verbrauches je Milliliter und Zeit- 
rganismus an lesem roze evells einheit von einer anorganischen Sub- 
ware. Um diese Behauptung zu iiberpriifen, stratzugabe mit Fe(II) in A und ohne 
Fe(II) in B 


wurde eine Versuchsreihe mit leeren Schei- 
den beimpft, die in einem Versuchsteil 
als brauner, zackig geflockter Niederschlag vom Fundort entnommen worden waren 
und in einem zweiten Versuchsteil aus einer eigenen Kultur stammten, die durch 
Verarmung wahrend langer nahrsubstratloser Zeit eingegangen war. Die vom 
Fundort stammenden Scheiden waren stark verkrustet, die aus der eingegangenen 
Kultur waren jiingeren Aussehens und entsprachen in ihrem Habitus den Scheiden, 
die sonst in Kultur anzutreffen waren (Abb. 3). Der Versuch ergab kein positives 
Resultat. Es konnte iiberhaupt kein Sauerstoffverbrauch oder sonst irgendeine im 
Warburg-Gerat feststellbare Gasbewegung erfafst werden. 


Dann wurde eine Reihe mit Eisen(II)-Gaben mit einer solechen mit 
Eisen(III)-Gaben verglichen (beide in Standardnahrlésung). Als 
Eisen(II1)-Gaben wurden Fe,(SO,)3 und Fe(NH),° (SO,)2° 12 HO benutzt. 
Die Konzentrationen wurden variiert und entsprachen denen von Fe(II). 
Mit Fe(III) fand jedoch kein Sauerstoffverbrauch statt. 

AuBerdem wurde eine Versuchsreihe, in Standardnahrlésung mit 
Eisen(II), aber ohne organische Gaben (Glucose, Asparagin) mit Azoto- 
bacter chroococcum beimpft, um auch einem anderen Organismus das ent- 
sprechende Nahrmedium anzubieten. Auch hier zeigte sich kein gestei- 
gerter Sauerstoffverbrauch. — Diese Uberpriifungen wurden auch bei 
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den GroBkulturen unternommen, wo sie ebenfalls ohne jeden Erfolg 
auf die Trockensubstanzbildung blieben. 

Die Wirkung von Eisen(I1) ist also spezifisch fiir die Substanzbildung 
von Lept. ochracea und nicht etwa durch Mangel an Eisen an sich verur- 
sacht worden. Die Frage, ob die Kohlenséure zur Befriedigung des C- 
Bedarfs von Lept. ochracea herangezogen werden kann, ist indirekt zu 
bejahen. 
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(Konzentration 5 - 10-* m) 


Mit der vollstandigen Standardnahrlésung, also mit Glucose + Aspa- 
ragin und Hisen(II), wurden nun ebenfalls Atmungsmessungen durch- 
gefiihrt, um den Einflu8 der organischen Stoffe zu ermitteln (Abb. 17). 
Reihe A erhielt die vollstandige Standardnahrlésung. Sie zeigt einen ent- 
sprechenden Sauerstoffverbrauch, der im Unterschied zu der Reihe 4 
in Abb. 16 auf der erreichten Intensitaét verharrt, so daB hier nach dem 
anzunehmenden Substanzzuwachs eine erhdhte Atmungsintensitaét auf — 
Grund der vorhandenen organischen Stoffe (vgl. Abb. 16) angenommen 
werden kann. Kurve B der Abb. 17, ohne Eisen(II), mit ihrem gleich- 
bleibenden Sauerstoffverbrauch bestitigt diese Auffassung 

Zur weiteren Aufklaérung wurden Versuche mit dem Fermentgift 2,4- 
Dinitrophenol (DNP) angesetzt. Die Wirkung von DNP liegt in einer 
Hemmung verschiedener Prozesse, so der Bildung energiereicher Phos- 
phatbindungen. In diesem Fall wurde ausgegangen von der Ansicht, daB 
DNP den Baustoffwechsel hemmt (RrepEt-BaLpEs 1955). 

Von Anfang an wurde in die betreffenden GefiBe 0,5 ml einer DNP-Lésung 


bestimmter Molaritét zu der normalen Impfsuspension hinzugegeben (Bak- 
teriensuspension 2 ml, Nahrlésung 1 ml). An Konzentrationen des DNP wurden 
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2,5-10-m, 2,5-10-4+m und 5-10-3m gewahlt, ahnlich den von Enazt, 
Krecn u. FrrepEricHsEn (1954) verwendeten. Die Konzentration von 5: 10-3 m 
erwies sich als brauchbar. 

Abb. 18 zeigt in Kurve A die Kontrolle der Normalkurve, in B den 
Ansatz, dem DNP in der notigen Konzentration zugegeben war. Reihe B 
zeigt nach 4—6 Std einen verminderten Sauerstoffverbrauch, der nach 
10 Std auf einen Wert zuriickfallt, wie ihn sonst nur die Kulturen mit 
Standardnahrlésung ohne Hisen(II)-Gaben zeigten (Abb. 17 B). Es ist 
also offenbar der Baustoffwechsel gehemmt. Wenn der Versuch weiterlief, 
zeigte die Reihe B wieder einen kleinen Anstieg, der sich jedoch nach 
Loomis u. Lipman (1948) aus der Reversibilitét der Hemmwirkung von 
DNP erklart, so daB also wieder ein Atmungsanstieg einsetzen konnte. 

Bisher wurden immer nur die Daten des Sauerstoffverbrauchs aus- 
gewertet, und so wurde nun in einer besonderen Versuchsreihe die aus- 
geatmete, in KOH aufgefangene Kohlensadure ermittelt. 

Die Ansatze waren mit der Standardnahrlésung (Glucose, aber ohne 
Eisen und ohne Stickstoffquellen) beschickt. Der Atmungsquotient (R Q- 
respiratorischer Quotient CO, : O,) fiir Lept. ochracea betrug durchweg in 
allen angestellten Versuchen zwischen 0,90 und 0,95; es liegt hier also 
eine einfache Kohlenhydratatmung vor. 


Die Rolle des Mangans 


Schon Motiscw (1910), Limsxe (1919) sowie in neuerer Zeit PrrnesHum (1949) 
gaben Nahrlésungen fiir Eisenbakterien an, die statt des zweiwertigen Hisens zwei- 
wertiges Mangan enthalten. VersuchsmaBig ist vorteilhaft, daB sich das zweiwertige 
Mangan viel schwerer oxydieren la8t als das Hisen der gleichen Wertigkeitsstufe. 
QUASTEL (1946) stellte ein Kreislaufschema auf, das sowohl fiir Eisen wie fiir 
Mangan gilt (RrppEL-BaLpEs 1955) und zeigte, daB8 auch fiir Mangan, neben der 
Autoxydation bei hohem px, die biologische Oxydation eine im Kreislauf der 
Stoffe wichtige Rolle spielt (vgl. auch WinocRrapsky 1922). BnaEer (1952) brachte 
ein Eisen-Mangan-Spektrum verschiedener Hisenbakterien, auf dessen einem Fliigel 
Galloniella ferruginea als typisches Eisenbakterium, gefolgt von Leptothrix ochracea 
iiber Orenothrix polyspora und anderen bis zum Bacteriwm manganicum stehen. 
Auch ging Breer (1952) nicht nur aufeine Enteisenung, sondern auch auf eine Ent- 
manganung in der GroBwasserversorgung ein, deren Ursachen vielfach in den be- 
kannten Eisenbakterien zu suchen waren. DorFr (1935) beschrieb ausfiihrlich auBer 
Eisen- auch Manganerze, die oft ihren Ursprung in den Mikroorganismen haben 
sollen. 

Die mit Eisen(II)-Verbindungen gemachten Versuche wurden nun auch 


mit Manganverbindungen gemacht. 

Das Heranziichten der fiir die Impfung nétigen Bakterien konnte so wie bisher 
erfolgen, also in der eisenhaltigen Standardnahrlésung; sie konnte allerdings auch 
in einer manganhaltigen Standardnahrlésung vollzogen werden. Es stellten sich 
schon bei diesen ersten Vorarbeiten keine auffallenden Unterschiede zwischen 
Mangan und Eisen heraus. Als optimales Nahrsubstrat erwies sich auch hier die 
Standardnahrlésung, fiir die Mangan statt Eisen, und zwar 0,003% MnSO, gegeben 
wurden. Mangan(II)-Sulfat erwies sich als giinstigstes Mangansalz, worauf schon 
PrinasHEm 1949 hinwies. 


0, -Verbrauch /30min/ ml 
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Abb. 19 zeigt die Abhangigkeit der Trockensubstanzbildung von den 
verschiedenen Konzentrationen. Man sieht, daB sich eine dem Eisen ent- 
sprechende Ausbeute ergibt. Bei 0,0005% erfolgt nur geringes Wachs- 
tum, bei 0,0015% besseres, das aber ebenso wie 0,004°% unterhalb der 
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Abb. 19. Abhingigkeit der Trockensubstanzbildung von verschiedener Konzentration 
des Mangan(II)-Sulfat, sowie von Mangancarbonat 


Konzentration von 0,003% liegt. Diesen Versuchen entspricht das 
mikroskopische Bild, das bei der héchsten Konzentration eine sehr 
schnelle dunkle Verfairbung der Scheiden und anch bei geringer eine in 
Kulturl6sung schon rein duferlich erkennbare Verfairbung zu einem 

mittelbraunen Farbton zeigt. Sehr 


* gute Trockensubstanzausbeute ergab 

pl auch ein Versuch mit Mangancarbo- 
40 nat (Abb. 19). 

MnCO, wurde schon von LizsKeE (1919) 

30 in Nahrlésungen verwendet. Er fihrte 

eineMangancarbonataufschwemmung durch 

20 EKinleiten von Kohlensiure in Bicarbonat 

tuber (die Léslichkeit wird von 13 mg je 

100 ml auf 26mg je 100ml erhdht) und 

70 be erzielte mit einer Spurennahrlésung sowie 

der Verdiinnung (1:10) Erfolge. Es wurde 

hier ebenso verfahren, nur die eigene Stan- 


0 2 4 6 8 WM 2 H#Std. dardnihrlésung genommen; die Konzen- 
Versuchszeft tration des Mangancarbonates betrug dem- 


Abb. 20. Abhingigkeit des Sauerstoff- nach 0,0026°%. 
verbrauches je Milliliter und Zeiteinheit von ; 
einer anorganischen Substratzugabe mit 9 ; ; 
Sharif) Hid ind ohne MaCtD ti B Abb. 20 zeigt einen der Abb. 16 ent- 


sprechenden Warburgversuch (Nahr- 
lésung ohne organische Stoffe), mit dem nach der Substratzugabe 
in Kurve A etwa der Kurve A in Abb. 16 gleichzusetzenden Anstieg 
des Sauerstoffverbrauches. Kurve B in Abb. 20 entspricht der Sub- 
stratzugabe ohne Mangan. Es ist also die gleiche Reaktion auf die 
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Substratzugabe zu beobachten wie bei den entsprechenden Versuchen 
mit Hisen(II) (Abb. 16). Auch der Sauerstoffverbrauch zeigt bei einer 
Versuchsreihe mit Standardnahrlésung, also mit Mangan(II) und organi- 
schen Stoffen, die entsprechenden Kurvenbilder wie Abb. 17; auf seine 
Wiedergabe kann verzichtet werden. 


Einergetische Verhdltnisse der Hisen- und Mangan-Oxydation 

Die héchsten erreichbaren Trockensubstanzwerte, die, wie die Abb. 11 
und die Abb. 18 zeigen, nahe bei 1,5 mg je ml in 300 Std liegen, wurden 
durch verschiedene Konzentrationen von Mangan(II) und Eisen(II) be- 
wirkt. In Abb. 11 liegt die Kurve A bei einem Eisen(II)-Sulfat-Gehalt 
und Hisen(IT)-Ammonium-Sulfat-Gehalt von je 0,0005%, wahrend in 
Abb. 18 bei der ertragreichsten Kurve der Mangangehalt (MnSO,) der 
Nahrlosung 0,003°% betrug. Bezogen auf die Eisen- oder Manganatome, 
ergibt sich die 6fache Menge Mn, gegeniiber Fe, 5,4 mg Mn(II) gegeniiber 
0,9 mg Fe(II). 

Die einfachsten Oxydationsreaktionen ergeben folgendes Bild: 

2¥FeO + (O) = Fe,0, + 69,0 Keal (—A H); + 60,9 (—A F) 
22MnO + (O) = Mn,0, + 39,6 Keal (—A H); + 31,2 (—AF). 

Die Mn(II)-Oxydation ist also energetisch ungiinstiger als die Fe(IT)- 
Oxydation, was dem geringeren Erntegewicht gleicher Mengen an Mn(II) 
und Fe(II) entspricht; bzw. es miissen groBere Mengen an Mn(II) im 
Vergleich zu Fe(II) umgesetzt werden, um gleichen Ertrag zu erzielen. 
Natiirlich kénnen damit noch keine quantitativen Riickschliisse auf den 
Chemismus der Eisenoxydation gezogen werden, da noch zu viele Fak- 
toren zu beriicksichtigen waren. Bemerkenswert ist aber in diesem Zu- 
sammenhang die Tatsache, daB in der Praxis der Wasserbiologie (BEGER 
1952) immer von einer ausgiebigeren Manganverschlammung gegenitiber 
der Eisenverschlammung gesprochen wird. 


Besprechung der Ergebnisse 

Die Isolierung eines ausgewahlten Stammes von Leptothrix ochracea 
bereitete methodische Schwierigkeiten auf Grund seiner morphologischen 
Eigenart, die es schwer machte, ihn in einer Reinkultur zu ziichten. Die 
endlich gewonnene Reinkultur erméglichte stoffwechselphysiologisches 
Arbeiten. Es sei nochmals ausdriicklich darauf hingewiesen, daB die 
Sterilitaét der Kulturen vor und nach den Untersuchungen tiberpriift 
wurde. 

Die Analyse der Zusammensetzung des Bakteriums ergab, dah 
gewichtsmaBig von 50 mg Trockensubstanz 38 mg aus Kisen bestanden, 
und in dem hohen Aschengehalt von 35% der tibrigen 12 mg (nach Ent- 
fernung der Hauptmenge des Eisens mittels 2% iger HCl) ist noch mit 
einem groBen Eisenanteil zu rechnen. 
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Der rein gezogene Stamm wurde nach Bere@ry (1948) als Leptothrix 
ochracea Kiitzing bestimmt. Eine von PrinesHErM (1949) vorgeschlagene 
Einreihung in den Sphaerotilus natans-Formenkreis, als f. ochracea, 
schien nach BEGER u. BRINGMANN (1952) und den eigenen stoffwechsel- — 
physiologischen Versuchen nicht angangig; es handelt sich hier offen- 
sichtlich um eine andere Art, als Sphaerotilus natans sie darstellt, die 
offenbar kein Hisenbakterium ist. 

Auch die morphologischen Untersuchungen zeigen, daB Lept. 
ochracea ein anderer Organismus ist als die z. B. von HOHNL (1955) und 
KaLINENKO (1956) beschriebenen Organismen. Es ist schwer zu ent- 
scheiden, ob die von CHoLopny (1926) gezeigten Bilder Sphaerotilus oder 
Leptothriz darstellen, wahrscheinlich beide. Die eigenen Organismen 
hatten in keinem Stadium der Untersuchungen eine Ahnlichkeit mit den 
Sphaerotilus-Aufnahmen und -Beschreibungen. Auch die unterschied- 
lichen Abmessungen sprechen gegen eine Identitat. 

Die stoffwechselphysiologischen Untersuchungen festigten mit 
ihren Ergebnissen die Ansicht, daB Lept. ochracea ein Hisenbakterium im 
eigentlichen Sinne ist. Es kénnen allerdings weder die friihen Ansichten 
von WrNoGRADSEY (1888) noch die von Morison (1892) bestatigt werden, 
die ja fiir Lept. ochracea sehr bald korrigiert wurden und statt von einem 
obligat autotrophen bzw. heterotrophen von einem mixotrophen Eisen- 
bakterium sprachen (WINoOGRADSKY (1922), CHoLoDNy (1926), PRrines- 
HEIM (1949), ebenso GANTER u. ScHwartz fiir Leptothrix crassa). 

In der vorliegenden Arbeit gelang es, durch Trockensubstanz-, Stick- 
stoff-, Eisenbestimmungen und Messung des Sauerstoffverbrauchs zu 
belegen, daB Lept. ochracea nur dann in der Lage ist, in einem anorga- 
nisch-organischen Medium zu wachsen, wenn Hisen(II) zugegen ist. Ohne 
Hisen(II)-Gabe war in keinem Fall eine wachsende Kultur zu erhalten, 
die meBbare Werte gebracht hatte. Es konnte allerdings festgestellt wer- 
den, da in rein anorganischer Naihrlésung (ohne Glucose und Asparagin) 
mit Hisen(IT) keine Substanzbildung eintritt, sondern nur in Gegenwart 
von CO, und organischen Stoffen. Organische Stoffe ohne Eisen(IT) sind | 
jedoch fiir die Substanzbildung nicht verwertbar, werden jedoch, wie 
Versuche in der Warburgapparatur zeigten, veratmet. Man muB des- 
halb annehmen, dafi mit Eisen(II) in rein anorganischer Nahrlésung des- 
halb keine Substanzbildung eintreten kann, weil die geringe energetische 
Leistung der Kisen(I1)-Oxydation nur fiir den Baustoffwechsel ausreicht, 
nicht aber fiir den in der Gesamtbilanz iiberwiegenden Betriebsstoff- 
wechsel. Falls dieser nicht geniigend Betriebsstoff erhalt, mu8 natiirlich 
auch der Baustoffwechsel zum Stillstand kommen. 

Dadurch, daf der relativ geringe Energiegewinn aus der Hisen(II)- 
Oxydation fiir den Baustoffwechsel verantwortlich ist, erklirt sich die 
auBerordentlich groBe Hisenausfallung; es sei auf das 3: 1-Verhaltnis von 
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Hisen zur organischen Substanz des Bakteriums (gewichtsmaBig) hin- 
gewiesen, wie sie in der Natur und in der Kultur beobachtet werden 
konnte. 

Hs liegt hier somit der eigenartige Fall vor, daB bei Leptothria der Bau- 
und Betriebsstoffwechsel, die bei den tibrigen Chemoautotrophen so 
schwer zu trennen sind, in klarer Scheidung voneinander ermittelt wurden. 
_Die Unwirksamkeit von Hisen(III) bei Lept. ochracea sowie die von 
Hisen(II) und Hisen(II1) bei Azotobacter chroococcum und anderen Mikro- 
organismen bestatigen das spezifische Verhalten von Lept. ochracea. 

Mangan(II) kann Eisen(IJ) ersetzen, wobei allerdings eine gréBere 
Menge erforderlich ist, um die Leistungen des Hisen(II) zu erreichen. Die- 
ser Umstand k6nnte Folgerungen iiber den Chemismus des Eisens und 
des Mangans im Stoffwechsel von Lept. ochracea zulassen. 
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Abb. 21. Abhingigkeit der Trockensubstanzausbeute nach 300 Std je Milliliter von verschiedenen 
Glucose-, Asparagin- und Ammoniumsulfat-Konzentrationen in der Standardnahrlésung 


Es hat sich weiter gezeigt, daB fiir Lept. ochracea besonders auffallende 
Verhaltnisse in bezug auf die Nahrstoffkonzentrationen bestehen. 
Diese spezifischen Bediirfnisse sind wahrscheinlich ein Faktor, der die 
Kultivierung so auBerordentlich erschwerte. Abb. 21 zeigt die minimalen 
Bediirfnisse an Glucose, Asparagin und Ammoniumsulfat fiir optimales 
Wachstum. Schon MoriscH hatte auf diese Tatsache aufmerksam ge- 
macht (vgl. 8. 33), und soeben teilten Ganrer u. Scawarrz Ahnliches 
fir Leptothrix crassa Chol. mit. 

Wie die geringe optimale Hisen(II)-Konzentrationen — das gilt natiir- 
lich auch fir Mangan — zeigen diese Werte eine weitgehende Anpassung 
des Bakteriums an seine natiirlichen Standorte, die sich in der Zusammen- 
setzung der Nahrlésung widerspiegelt. van Nrex (1943) weist darauf hin, 
daB viele kurzfristige Untersuchungen in ihren Kulturbedingungen nicht 
den Verhaltnissen entsprechen, unter denen der Organismus natiirlich 
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heranwachst. Dieser Einwand wiirde fiir die vorliegenden Versuche nicht 
zutreffen. In diesem Zusammenhang ist der Agarzusatz interessant, in- 
dem mit ihm, wie es allerdings nur auferlich festzustellen war, die natiir- 
lichen Verhaltnisse nachgeahmt werden konnten und der wahrscheinlich 
fiir die Aufnahme des Eisens bessere Voraussetzungen geschaffen hat. 

Auch die Psychrophilie unterstreicht vom 6kologischen Standpunkt 
aus die durch die Versuche gewonnenen Einsichten. Das mit CO, und 
H,O bestehende Gleichgewicht der Kohlensaure verschiebt sich bei nied- 
riger Temperatur oder OH~-Wirkung zur Bildung der Dissociationspro- 
dukte der Kohlensiure (BENECKE-JostT, 1924). Die Dissociation der 
Kohlensiure besitzt tiber das wasserlésliche Bicarbonat eine mit der 
Luft in Gleichgewicht stehende CO,-Tension. Es kann also bei Erniedri- 
gung der Temperatur oder OH--Wirkung eine ausreichende Menge an- 
organischen Kohlenstoffs in einer verwertbaren Form vorliegen. Die 
Psychrophilie von Lept. ochracea paBt sich diesen Gegebenheiten gut an. 
Auch in dieser Hinsicht diirfen die vorliegenden Versuche den Verhalt- 
nissen in natiirlichen Gewassern entsprechen. 

Die vorliegenden Versuche stiitzen die von RIPPEL-BALDES (1948, 1952, 
1955) vertretene Ansicht, daf der Oxydationsvorgang nicht den At- 
mungsvorgang darstellt, sondern dieser sich erst auf Grund der chemo- 
synthetisch gebildeten organischen Substanz vollzieht. Weiterhin zeigt 
sich, daB die von SCHLEGEL (1955) fiir wasserstoffoxydierende Bakterien 
gefundene Tatsache, dai die durch Anorgoxydation gewonnene Energie 
spezifischer Natur ist und nur assimilatorischen Prozessen zugute 
kommt, somit auch bei Lept. ochracea anzutreffen ist. 


Zusammenfassung 


1. Kin einem Eisenbakterienstandort entnommener Organismus wurde 
auf Grund morphologischer, ékologischer und stoffwechselphysiologischer 
Untersuchungen als Leptothrix ochracea Kiitzing bestimmt. Es ist eine 
selbstandige Form, die nicht in den Sphaerotilus natans-Formenkreis 
einzuordnen ist. 


2. Lept. ochracea konnte mit Hilfe einer Waschmethode des vorgerei- 
nigten Materials nach einigen Passagen in Beliiftungskulturen als nach- 
prifbar reiner Stamm gezogen werden. Der Organismus wuchs nur in 
beliifteten Flissigkeitskulturen, nicht auf Agar. 


3. Die Kulturen bendtigen eine ganz bestimmte Nahrlésung mit 
Kisen(I1)-Gaben. Fir optimales Wachstum sind bestimmte sehr geringe 
Niahrstoffkonzentrationen und gute Sauerstoffversorgung nétig. 

4, Kisen(II) ist fiir die wachsende Kultur unentbehrlich. Aus der 
Hisen(I1)-Oxydation wird Energie gewonnen, die dem Organismus aus- 
schlieBlich fiir den Baustoffwechsel zur Verfiigung steht. 
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5. Daneben werden aber organische Kohlenstoff- und Stickstoff- 
quellen gebraucht, die in sehr geringer Konzentration dem Erhaltungs- 
stoffwechsel dienen. Zur Stickstoffernahrung sind auch anorganische 
Stickstoffverbindungen brauchbar. 


6. Die geringen optimalen anorganischen und organischen Nahrstoff- 
konzentrationen in der Kultur entsprechen weitgehend den Bedingungen 
des natiirlichen Standortes, ebenso auch die sonstigen Voraussetzungen, 
wie py- Wert, Temperatur, Sauerstoffversorgung, physikalisch-chemischer 
Zustand des Substrates und die Eisen(I1)-Konzentrationen. 


7. Lept. ochracea ist ein in Hinsicht auf den Baustoffwechsel chemo- 
synthetisch arbeitender Organismus. Der Betriebsstoffwechsel (Atmung) 
wird jedoch durch Oxydation organischer Stoffe mit Hilfe des Luftsauer- 
stoffs durchgefiihrt. 


8. Mangan(II) kann Eisen(II) in seiner Funktion als zu oxydierende 
und damit Energie liefernde Substanz ersetzen. Es muB allerdings eine 
groBere Menge Mangan aufgewendet werden, um eine der Eisen(II)- 
Oxydation gleichwertige Ausbeute zu erhalten. 


Herrn Prof. Dr. A. RrppEt-BaLtpEs méchte ich meinen Dank fiir seine Anteil- 
nahme am Entstehen dieser Arbeit und viele fordernde Hinweise aussprechen. 
Herrn Dr. D. Cuaus danke ich fiir sein Interesse am Fortgang meiner Arbeit. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Institut fiir Bakteriologie, Berlin-Dahlem) 


Uber die Bedeutung der thermophilen Mikroorganismen 
fur die Zersetzung des Stallmistes * 


Von 
AINO HENSSEN 


Mit 9 Textabbildungen 
(Hingegangen am 30. Januar 1957) 


Die groBe Bedeutung, die den thermophilen Mikroorganismen bei der 
Zersetzung pflanzlicher Stoffe zukommt, wurde erstmalig von MrrHE 
(1907) bei seinen Versuchen iiber die Selbsterhitzung des Heues erkannt. 
Die Einwirkung der Thermophilen bei der Verrottung des Stallmistes 
untersuchten vor allem WaxKsMaNn u. Mitarb. (1939a—c). 


Bei einem Vergleich der Organismen und der durch sie hervorgerufenen Zer- 
setzungsprozesse unter dem EinfluB verschiedener Temperaturen stellten WAKSMAN 
u. Mitarb. fest, daB sich eine ganz spezifische Population bei gleichzeitig starkem 
Abbau des Substrates bei den héheren Temperaturen entwickelt. Als Ausgangs- 
material verwendeten sie ein Gemisch von Pferdemist, Weizenstroh und Urin, das 
sie bei 28 bis 75° C aufstellten und kamen im einzelnen zu folgenden Ergebnissen: 
Bei 28° C beobachteten sie hauptsachlich Pilze und Bakterien, nur wenig Actino- 
myceten, an Tieren vor allem Protozoen und Nematoden, bei 50°C Pilze und 
Actinomyceten, daneben Bakterien, bei 65° C Actinomyceten und Bakterien in 
groBer Menge, bei 75° C nur noch sporenbildende Bakterien. Der Abbau des Sub- 
strats war zunachst bei 65° C, spaiter jedoch bei 50° C am starksten. Cellulose wurde 
bei 50. und 65° C stark, bei 75° C nicht mehr angegriffen. Hine ahnliche Populations- 
folge fand Katina (1952) bei der Verrottung von nicht sterilisiertem, mit Nahrlosung 
durchtrankten Roggenstroh, das bei 5 bis 65° C aufbewahrt wurde. Sie untersuchte 
insbesondere die Humifizierung des Strohs. Je héher die Temperatur war, desto 
schneller und intensiver farbte sich das Stroh durch Bildung von Humusstoffen 
dunkel. Der Kompost von 65°C war durch eine schwarzbraune Farbe gekenn- 
zeichnet, der 50° C-Kompost war rétlichbraun bis braun. 


Eigene Vorversuche tiber die Zersetzung von Stroh, das mit Nahr- 
lésung durchtrankt und einer Mistaufschlammung beimpft worden war, 
ergaben in Ubereinstimmung mit den Befunden von WaksMAN u. Mitarb. 
bzw. Katia ein Vorherrschen von Pilzen und Bakterien bei 25° C, reich- 
liche Entwicklung von Strahlenpilzen und Pilzen bei 50°C und von 
Strahlenpilzen und Bakterien, nicht mehr von Pilzen, bei 60° C. Das 
Stroh war nur bei den héheren Temperaturen nach etwa zwei Monaten 
zu einer weichen, braunen Masse zersetzt und zwar besonders bei 60° C 
und bei allmahlich von 50 auf 60° C steigender Temperatur. 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Nach allen diesen Ergebnissen sind die thermophilen Organismen nicht 
nur fahig, Stroh ohne vorherige Einwirkung mesophiler Organismen 
weitgehend zu zersetzen, sondern scheinen auch an der Bildung humus- 
ahnlicher Substanzen hervorragend beteiligt zu sein. Die beste Ver- 
rottung fand unter der Einwirkung von Pilzen, Strahlenpilzen und 
Bakterien in einem Temperaturbereich von 50 bis 65° C statt, nicht mehr 
bei héheren Temperaturen, womit auch die Untersuchungsergebnisse 
iiber praktische Fragen der Mistbereitung tibereinstimmen; nach GLATHE 
(1934) entsteht z. B. aus Stroh bei 65° C ,,Edelmist“, bei 70° C nur ein 
sauer reagierendes Garprodukt. Es erschien als eine vordringliche Auf- 
gabe, die fiir die Verrottungsprozesse des Stallmistes so wichtigen ther- 
mophilen Mikroorganismen naher zu untersuchen. Bisher haben nur 
WaksMAN u. Mitarb. (1939a—c) versucht, die Arten der thermophilen 
Stallmistflora zu erfassen. Sie beobachteten Pilze der Gattungen T'hermo- 
myces, Monilia und Oidiwm sowie sechs Strahlenpilzarten, von denen sie 
nur drei isolieren konnten, némlich Streptomyces rectus, Streptomyces 
thermofuscus und Thermoactinomyces vulgaris (damals alle Arten noch 
unter anderen Namen; iiber die neue Nomenklatur vgl. Bercrys Manual 
1948, 8. 956/57, WaKsMAN u. CorKE 1953 und HenssEn 1957). Uber die 
Verbreitung und Haufigkeit der thermophilen Organismen des Stall- 
mistes lagen bisher gar keine Angaben vor. Geplant fiir die vorliegende 
Untersuchung war die Feststellung der Arten und ihrer Haufigkeit in 
Misten verschiedener Herkunft und Zusammensetzung, ihre Isolierung 
und Reinziichtung sowie die Untersuchung ihrer physiologischen Higen- 
schaften und ihrer jeweiligen Bedeutung fiir die Strohzersetzung unter 
Laboratoriumsbedingungen. In erster Linie wurden die Pilz- und Strahlen- 
pilzarten beriicksichtigt. Die Auffindung einer Reihe von neuen Strahlen- 
pilztypen, die sich von den bekannten Gattungen erheblich unterscheiden, 
machte es zunachst notwendig, die Gruppe der thermophilen Actino-_ 
myceten systematisch neu zu bearbeiten. Die Ergebnisse sind in der 
vorangegangenen Mitteilung (HENSSEN 1957) niedergelegt, in der auch 
die morphologischen und physiologischen Eigenschaften aller isolierten 
Arten beschrieben wurden. 


Methodisches 


Die Methoden der Anreicherung, Isolierung und Reinzucht der Organismen, der 
Ziichtung im Hangetropfen und Herstellung von Dauerpraparaten wurden in der 
vorangegangenen Mitteilung (HmnssEn 1957) beschrieben. Nachzutragen sind zwei 
Nahrbéden fiir die Anzucht der Pilze: Pektinagar. Aqua dest. 1000; (NH,),HPO, 
0,5; K,HPO, 0,5; MgSO,-7 H,O 0,2; FeSO,-7 H,O 0,05; CaCO, 0,5; Pektin 10; 
,,Casamino acids‘ Difco 0,1; Agar 35; py 6,8. Glucose-Pepton-Agar. Aqua dest. 
1000; K,HPO, 0,5; MgSO, 7 H,O 0,5; FeSO, - 7 H,O 0,005; Glucose 10; CaCO, 1; 
Pepton 5; Agar 15; px 6,8. 

Die Fahigkeit der Pilze und Actinomyceten, Cellulose in reiner Form anzugreifen, 
wurde durch Anzucht der Stiémme in Reagensglasern auf Celluloseflocken, die mit 
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Stammlésung I (vgl. Henssen 1957, 8. 374) durchtrinkt waren, gepriift. Ferner 
wurde das Wachstum der Reinkulturen auf Stroh untersucht. Ein Gemisch von 
Roggen-, Weizen-, Gersten- und Haferstroh wurde bei 160° C trocken sterilisiert, in 
Reagensglasern mit Stammldsung I autoklaviert und mit den Organismen beimpft. 

Zur Feststellung der vorkommenden Arten diente vor allem die Kontaktmethode 
von CHoLopNny-Rosst. Diese Versuche werden im folgenden als ,,Kontaktver- 
suche bezeichnet. Ein Gemisch aus verschiedenen Strohsorten wurde im Starmix 
zerkleinert und mit der 10fachen Menge Nahrlésung (Stammlésung I, IIT oder IV; 
die Art der Stickstoffquelle war ohne EinfluB auf die Mikroorganismen-Population) 
1, Std bei 128° C autcklaviert, in sterile Deckelschalen von 8 cm Durchmesser und 
4 cm Hohe eingefiillt und mit einer Aufschlammung der zu untersuchenden Mist- 
probe beimpft. Die Schalen wurden in feuchten Kammern unter aeroben wie 
anaeroben Bedingungen bei 50 und 60° C aufgestellt. Sterile Deckglaser wurden alle 
drei bis vier Tage zwischen das Stroh gesteckt oder aufgelegt und nach verschiedenen 
Zeitabstainden sowohl im unfixierten als auch im fixierten und gefarbten Zustand 
mikroskopisch untersucht. Verschiedene Actinomyceten bilden vor allem von den 
Randern der Deckgliser abstehende Sporenstinde, die beim Fixieren zerstért 
werden. Manche Strahlenpilz- und Pilzarten lieBen sich unmittelbar an den Stroh- 
partikelchen bei etwa 400facher VergréBerung identifizieren. 

Fiir die Feststellung der Arten wurden ferner Hangetropfenkulturen angelegt 
und die Organismen in synthetischen Nahrmedien angereichert und isoliert. Als 
Impfmaterial wurden die Mistproben selbst oder Proben aus den Kontaktversuchen 
verwendet. 


Die beobachteten Mikroorganismen 


Actinomyceten 


Von den fiinfzehn beobachteten Strahlenpilzarten gehorten zwolf zur 
Familie der Streptomycetaceen. Elf dieser Arten konnten isoliert werden. 
Thre Beschreibung findet sich in der vorangegangenen Mitteilung 
(HENSSEN 1957). Die zwolfte Art wird 
im folgenden als Typ S bezeichnet. 


Abb. 1. Typ S. Luftsporen in dichotomer An- Abb. 2. Nocardia I mit septierten Substrathyphen 

ordnung, Substrathyphen gewunden. 2 Tage und Bakterien. 2 Tage alter Aufwuchs aus Kon- 

alter Aufwuchs aus Kontaktversuch bei 50°C, taktversuch bei 60° C, gefarbtes Dauerpraparat. 
gefiirbtes Dauerpraparat. 400 x 1000 x 


Der Verlauf der Substrathyphen ist gewunden, und die Kinzelsporen 
stehen zu wenigen in meist dichotomer Anordnung (Abb. 1). Typ S ist 
wahrscheinlich eine Art der Gattung Thermomonospora. Mit Nocardia I 
‘wird eine Form benannt, die wie Pseudonocardia ein septiertes Mycel 
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besitzt, jedoch mit viel kleineren Hyphenabschnitten (Abb. 2). Méglicher- 
weise ist Norcardia I eine zweite Pseudonocardia-Art. Dagegen handelt 
es sich bei zwei weiteren, als Nocardia II und Nocardia III bezeichneten 
Typen wohl um echte Nocardia-Arten. Die Substrathyphen fragmentieren 
in der Richtung von der Basis zur Spitze in ungleich groBe, meist ge- 
bogene Bruchstiicke. Der Verlauf der Hyphen ist bei Nocardia II ge- 
wunden (Abb. 3), bei Nocardia IIT gevadlinig (Abb. 4). Die Hyphen von 
Nocardia IIT sind besonders lang, die Seitendste zweigen in spitzem 
Winkel ab (Abb. 3 ist 360 x und Abb. 4 100 x vergr6Bert). 


Abb. 3. Nocardia IT, akropetale Fragmentation Abb. 4. Nocardia IIT. Verzweigungssystem der 
der Substrathyphen in ungleich grobe gebogene Substrathyphen. 4 Tage alter Aufwuchs aus 
Bruchstiicke. 4 Tage alter Aufwuchs aus Kontakt- Kontaktversuch bei 60° C, gefiirbtes 
versuch bei 60° C, gefiirbtes Dauerpriiparat. 360 x Dauerpriiparat, 100 x 

Pilze 


Im Verlaufe der Untersuchungen wurden fiinf verschiedene Pilze fest- 
gestellt, isoliert und reingeziichtet: Aspergillus fumigatus Fres., eine 
Sporotrichum- und eine Paecilomyces-Art sowie zwei Arten mit farb- 
losen Hyphen und dunklen Conidien. Pilze mit farblosen Hyphen und 
dunklen, seitenstandigen Conidien sind besonders charakteristische Be- 
standteile der thermophilen Mikroflora des Stallmistes. Ein solcher Pilz 
wurde zuerst von TSIKLINSKY (1899) isoliert und als T’hermomyces lanugi- 
nosus bezeichnet. Seine Beschreibung ist jedoch sehr unvollkommen. 
Krwahnt werden lediglich aufer der seitlichen Conidienbildung einige 
physiologische Kigenschaften, u. a. das Wachstum in einem Temperatur- 
bereich von 42 bis 60° C. Spater wurde Thermomyces von MIEHE in Gras- 
kompost und von WAKSMAN u. Mitarb. sowie von Kata in ihren Stroh- 
zersetzungsversuchen aufgefunden. WAKSMAN u. Mitarb. beschreiben den 
Pilz als eine Art, die Conidien entweder seitlich oder intercalar bildet, 
Cellulose und Hemicellulose stark, Lignin in geringem Mae abbaut und 
sich gut bei 50, schwach bei 28 und gar nicht bei 65° C entwickelt. Von 
den beiden in der vorliegenden Untersuchung aufgefundenen Arten bildet 
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eine die Conidien ausschlieBlich an der Spitze von kurzen Seitenhyphen 
und gedeiht nur bei 40 bis 60° C. Mit groBer Wahrscheinlichkeit ist dieser 
Pilz die von Tstkuinsky beschriebene Art Thermomyces lanuginosus. Im 
folgenden wird er deshalb unter diesem Namen aufgefiihrt!. Die andere 
Art bildet die Conidien an der Spitze von Seitenhyphen oder intercalar, 
unter manchen Bedingungen fast stets Einzelconidien, unter anderen 
jedoch Conidienketten und gehért deshalb zu Humicola. Sie greift Cellu- 
lose stark an und gedeiht noch bei 28° C. Der von WAKsMAN u. Mitarb. 
beschriebene Pilz ,,7hermomyces‘‘ diirfte mit dieser Art identisch sein. 


Thermomyces lanuginosus Tsiklinsky 


Hyphen farblos, Conidien stets einzeln an der Spitze von Seitenhyphen, dunkel, 
rundlich, 6—11 « 6—12y, Sporenhaut warzig. Eurythermal thermophil, fakul- 
tativ aerob?, kein Wachstum auf reiner Cellulose. — Herkunft der Staémme: R,, 
Braunschweig, 12. 5.54, Mischmist; R,, Berlin, 28. 7. 55, Pferde-Schweine-Misch- 
mist; A,, Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, Schafmist. 


Abb. 5. Thermomyces lanuginosus. Conidienbildung. Abb. 6. Thermomyces lanuginosus. Conidien- 
4 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch bei bildung. 3 Tage alte Hiangetropfenkultur, 
50° C, gefiirbtes Dauerpraparat. 125 x lebend, ungefirbt. 1000 x 


Die Stémme wurden auf Pektinagar oder Cellulosedextrinagar isoliert 
und reingeziichtet, auf denen sie sich allerdings nur schwach entwickeln. 
Gut gedeihen sie auf Kartoffelagar I und IT, Glucose-Pepton-Agar, Hete- 
agar, Fleischextraktagar und in Vitambaktlésung. Wachstum und Coni- 
dienbildung sind bei 40 bis 50° C gut, bei 55 und 60° C wird reichlich 
steriles Mycel entwickelt, bei 28° C findet kein Wachstum statt. Die 
Bildung der seitenstiindigen Einzelconidien wurde im Kontaktversuch, 
in Hangetropfenkulturen sowie bei Anzucht der Stémme auf Agarnahr- 
béden oder Stroh beobachtet (Abb. 5 und 6). 


Humicola spec. 


Hyphen farblos; Conidien einzeln oder in Ketten, intercalar oder an der Spitze 
von Seitenhyphen, dunkel, rund, oval oder abgeplattet, 8—13 x 9—15 1, Sporen- 


1 Die systematische Bearbeitung dieser wie auch der anderen beobachteten 
Imperfekten ist fiir eine spitere Veréffentlichung vorgesehen. 


2 Uber diese Bezeichnungsweise vgl. HunssENn 1957. 
5* 
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haut glatt. Thermotolerant mesophil, fakultativ aerob, Wachstum auf reiner Cellu- 
lose. — Herkunft der Stimme: R,) Berlin, 9. 9.54, Kuhmist; Ry, Berlin 5. 5. 55 
Mischmist; Ry,Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, Schafmist. 

Die Staémme wurden auf Cellulosedextrinagar isoliert und reingezitichtet. 
Ihr Wachstum ist bei 28° C meistens gut, bei 40—50° C gut, bei 55° C 
gering und bei 60°C nicht mehr festzustellen. Bei hoheren Tempe- 
raturen entwickeln sie sich unter anaeroben Bedingungen besser als unter 
aeroben. Die Art gedeiht auf Nahrmedien mit reiner Cellulose als C- 
Quelle, worauf die Conidien schwarzgriine Uberziige bilden. Bei Anzucht 
auf Stroh werden die Conidien hauptsachlich 
in Ketten gebildet, auf Agarnahrbéden und 


Abb. 7. Humicola spec. Conidien intercalar und in Ketten. Abb. 8. Sporotrichum spec. Coni- 
3 Tage alte Hiingetropfenkultur, lebend dienbildung. 3 Tage alte Hinge- 
ungefirbt. 1000 x tropfenkultur, lebend, ungefirbt 

1000 x 


in den Kontaktversuchen einzeln an der Spitze von Seitenhyphen, in 
Hangetropfenkulturen sowohl einzeln als in Ketten, seitlich und inter- 
ealar (Abb. 7). Agar- und Aufwuchskulturen kénnen daher leicht mit 
Thermomyces verwechselt werden. Die Conidien von Humicola sind aber 
stets groBer und haufig etwas abgeplattet und unterscheiden sich ferner 
durch die glatte Sporenmembran. 


Sporotrichum spec. 

Hyphen farblos, etwa 2 1 breit, Conidien farblos, oval oder birnenférmig, 2 bis 
4 (5) x 4—8 w. Eurythermal thermophil, aerob. Bildung eines orange bis rotbraunen 
Pigmentes auf Glucose-Pepton-Agar. — Herkunft des Stammes: R,, Braunschweig, 
12. 5. 54, Mischmist. 

Der Pilz wurde auf Pektinagar isoliert und reingeziichtet. Hierauf 
entwickelt er sich ebenso gut wie auf Kartoffelagar I und Glucose-Pepton- 
Agar, auf Nahrmedien mit reiner Cellulose als C-Quelle schwiicher. 
Optimal ist der Temperaturbereich von 40 bis 50° C. Bei 28° C gedeiht 
diese Art weniger gut und bei 55° C gar nicht. Die Conidienbildung zeigt 
Abb. 8. 

Aspergillus fumigatus Fres. 

Diese Art wurde nach THom u. Raper (1945) bestimmt. Es wurden 

fiinf Stimme aus Kuhmist, Pferdemist und Mischmist auf Pektinagar 


Thermophile Mikroorganismen fiir die Zersetzung des Stallmistes 69 


isoliert und reingeziichtet. Sie wuchsen gut unter aeroben wie anaeroben 
Bedingungen bei 28 bis 50° C. 


ret Paecilomyces spec. 


Hyphen 1—3 y breit, Sterigmen 7—14 1 lang, Conidien 1—3 x 2—7,5 wu. Thermo- 
ey mesophil, aerob. — Herkunft des Stammes: R,, Berlin, 30. 9. 54, Misch- 
mis 

Der’ Stamm wurde auf Pektinagar bei 50° C isoliert und reingeziichtet. 
Die Entwicklung des Mycels war langsam und wurde nach einigen 
Monaten ganz eingestellt. Es handelt sich wahrscheinlich um eine thermo- 
tolerante mesophile Art, ih die eine Temperatur von 50° C bei langerer 
Einwirkungsdauer schadigend wirkt. 


Bakterien 


Von der groBen Menge der im Stallmist lebenden, thermophilen Bakte- 
rien wurden in erster Linie cellulosezersetzende Formen beriicksichtigt. 
Leicht kenntlich an der Zersetzung von Filterstreifen unter gelber bis 
tieforanger Pigmentbildung ist ein anaerober Bacillus mit kleinen, end- 
standigen Sporen, der in der Literatur haufig erwaihnt wird (Arbeiten 
zusammenfassend zitiert bei McBrE 1950) und neuerdings von McBEE 
(1948—1954) reingeztichtet und als Clostridiwm thermocellum beschrieben 
wurde. 

Nicht ganz so haufig wie Clostridium thermocellum war ein zweiter 
anaerober Cellulosezersetzer, ebenfalls ein Sporenbildner. Von dieser Art 
konnten verschiedene Staémme auf Cellulosedextrinagar isoliert werden, 
die jedoch alle ihr Wachstum nach einigen Wochen einstellten. Die 
Staébchen waren kiirzer und dicker, die ovalen Sporen gréBer als bei 
Clostridium thermocellum. Bei gutem Wachstum war der Schragagar bis 
zum Grunde von einem Netzwerk von Sporen durchsetzt. Moglicherweise 
handelte es sich bei diesem Bacillus um die von ENExBo (19481951) neu 
isolierte und beschriebene Art Clostridium thermocellulaseum. 

In den Kontaktversuchen wurden regelmaBig in grofier Menge kokkoide 
und andere sporenlose Stabchen (Abb. 2, 9) wie sporenbildende Formen 
in verschiedener Gestalt beobachtet. 

Fir die Strohzersetzungsversuche wurde eine Reihe von Begleit- 
bakterien der Actinomyceten, d.h. Bakterien, mit denen die Strahlenpilze 
vergesellschaftet waren, und von denen sie bei der Reinziichtung getrennt 
werden muBten, auf Vitambaktagar isoliert. Es waren sowohl aerobe wie 
anaerobe, sporenlose wie sporenbildende Formen. Ihre systematische 
Stellung wurde nicht naher untersucht. 


Tiere 


Thermophile tierische Mistbewohner scheinen selten zu sein. Mir sind keine 
Literaturhinweise dariiber bekannt. Auch Franz (1950) z. B. erwahnt in seiner 
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ausfiihrlichen Zusammenstellung keine Arten. In einem Kontaktversuch gediehen 
bei 50°C unter aeroben wie anaeroben Bedingungen Ciliaten in groBer Menge 
(Abb. 9). Sie haben den gleichen Habitus wie die von WaksMAN u. Mitarb. bei 
28° C festgestellte Form (vgl. 1939¢c, Fig. 15). In Hangetropfenkulturen, die aus 
diesem Kontaktversuch beimpft worden waren, entwickelten sie sich zusammen 
mit Flagellaten. Auf gefirbten Aufwuchspraparaten aus den Kontaktversuchen 

waren ferner verschiedentlich kleine Nematoden (?) 

namie 2 und einmal auch Rotatorien zu sehen. 
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> ae . In 7 Kontaktversuchen wurde die Zer- 
7 “<a ee ‘’ setzung von Roggenstroh bzw. einer Mischung 
- von Roggen-, Weizen-, Gersten- und Hafer- 
phe FEE eee coceoka stroh bei 50 und 60° C unter aeroben wie 
taktversuch bei 50°C, gefiirbtes anaeroben Bedingungen untersucht, wobei 
Dance nrivern se x 6 verschiedene Miste als Impfmaterial Ver- 
wendung fanden. In einem 8. Versuch wurde 
Pferdemist ohne Strohzusatz bei 50 bis 70° C aufgestellt. Aus den Er- 
gebnissen dieser Versuche lassen sich eine Reihe von Tatsachen ent- 
nehmen. Am auffalligsten ist die starke Verbreitung der Actinomyceten, 
die nach zwei bis vier Tagen einsetzt und sowohl bei 50 wie bei 60° C, 
unter aeroben wie unter weitgehend anaeroben Bedingungen festzustellen 
ist. Die Actinomycetenflora entwickelt sich bis 65° C. Bakterien treten 
mengenmabig bei 50 und 60° C unter der Einwirkung anaerober Bedin- 
gungen und bei 60° C unter aeroben Bedingungen bei fortgeschrittener 
Zersetzung hervor; bei 70° C sind sie die alleinigen Besiedler des Kom- 
postes. Pilze gedeihen nur bei 50° C und wurden nur in zwei Versuchen 
beobachtet. Die in zwei weiteren Versuchen verwendete Schafmistprobe 
enthielt zwar Sporen der Humicola-Art und von Thermomyces lanuginosus 
(vgl. Tab. 1, Probe 13), doch gelangte keiner der beiden Pilze neben den 
Actinomyceten zur Entwicklung. Auch in der Anzahl der Arten treten 
die Pilze hinter den Actinomyceten zuriick. Nur zwei der fiinf ermittelten 
Pilzarten entwickelten sich: Thermomyces lanuginosus und die Humicola- 
Art, aber 14 Strahlenpilzarten, also alle bis auf Thermoactinomyces thalpo- 
philus. Von diesen tritt die Gattung Thermomonospora gleich haufig bei 
50 und 60° C auf. Streptomyces thermovulgaris und Thermoactinomyces 
glaucus sind bei 50°C, die beiden Thermopolyspora-Arten bei 60° C 
haufiger. Kokkoide Bakterien sind bei 50 und 60° C haufig, Nematoden (?) 
wurden meist, Ciliaten nur bei 50° C beobachtet. 
Unter der Kinwirkung eines starken Actinomycetenwachstums, gefolgt 
von einer fast ausschlieBlichen Bakterien-Entwicklung ist die Zersetzung 
des Strohs nach einer sechswéchigen Aufbewahrung bei 60° C unter 
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aeroben Bedingungen soweit fortgeschritten, daB es seine Harte verloren 
hat und zu einer mehr oder weniger weichen, dunkelbraunen Masse ge- 
worden ist. In einem Versuch geniigte auch die zweiwochige Kinwirkung 
bei 60° C im Anschluf an eine langsame Erwiarmung von 50 auf 60° C fiir 
einen entsprechenden Abbau des Strohs. Bei 50° C wurde eine ahnlich 
starke Zersetzung nur in zwei Versuchen erreicht, und zwar einmal unter 
dem EinfluB eines kraftigen Wachstums von Thermomyces lanuginosus 
unter aeroben wie anaeroben Bedingungen und ein anderes Mal unter 
aeroben Bedingungen bei besonders guter Entwicklung von mehreren 
Actinomycetenarten (Streptomyces thermovulgaris, Thermopolyspora 
polyspora, Thermomonospora fusca, lineata und curvata, Thermoactino- 
myces glaucus und Nocardia III). Unter anaeroben Bedingungen bei 
60° C wurde das Stroh niemals weich, was fiir die Notwendigkeit einer 
groBeren Sauerstoffzufuhr fiir die Umwandlungsprozesse von Stroh zu 
Kompost spricht. Das Auftreten dunkler Substanzen ging mit der Zer- 
setzung des Strohs unter der Einwirkung von Actinomyceten parallel. 
Am dunkelsten war das Stroh nach aerober Zersetzung bei 60° C. Der 
Abbau durch Thermomyces lanuginosus fiihrte nur zu einer graubraunen 
Verfarbung. Der durch die Strahlenpilze bedingte, charakteristische 
Erdgeruch war deutlicher unter aeroben Bedingungen wahrnehmbar. 


Verbreitung der Arten 

Das Vorkommen der Mikroorganismen in 13 verschiedenen Mistproben 
ist in Tab. 1 zusammengestellt. Vollstaéndig erfaBt wurden die aufge- 
fiihrten Formen nur in den Proben 4, 8, 9, 12 und 13, was bei Vergleichen 
zu beriicksichtigen ist. Zu den haufigsten Arten zahlen Streptomyces 
thermovulgaris, Thermopolyspora bispora und Clostridium thermocellum, 
die in mehr als 75° der Proben anzutreffen waren. Darauf folgen T’hermo- 
polyspora polyspora, Thermomonospora fusca und Thermomonospora cur- 
vata mit einem Vorkommen in etwa 60°, der Proben. 2—d5mal ange- 
troffen wurde eine Reihe anderer Strahlenpilze, darunter die noch nicht 
isolierten Arten, und drei der fiinf Pilzarten. Selten mit nur einmaligem 
Vorkommen waren Streptomyces thermoviolaceus, Thermoactinomyces thal- 
pophilus, die Sporotrichum- und die Paecilomyces-Art. Auch in weiteren 
7 Proben wurde keine dieser seltenen oder weniger haufigen Arten fest- 
gestellt. Wie schon allein aus den Ergebnissen der Kontaktversuche zu 
ersehen ist, stehen die Pilze sowohl in Hinsicht auf die Artenzahl als auch in 
der Regelmabigkeit ihres Vorkommens hinter den Actinomyceten zuriick. 
Das Vorkommen ist bei keiner Art, soweit sie mehrmals beobachtet wurde, 
auf eine der verschiedenen Mistsorten beschrankt. Besonders reich an Arten. 
sind der Pferde- bzw. Pferde-Schweine-Mischmist mit 13 Strahlenpilz-, 
2 Pilzarten und den nur in einer dieser Proben gefundenen Ciliaten und. 
Flagellaten sowie der Mischmist mit 12 Actinomyceten- und 5 Pilzarten. 


Tabelle 1. Verbreitung der beobachteten Arten 
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Kin Einflu8 der Jahreszeit auf das Vorkommen der Organismen scheint 
nicht zu bestehen. 

Uber die geographische Verbreitung der isolierten thermophilen Actino- 
mycetenarten kénnen unter Hinzuziehen der Ergebnisse von WAKSMAN 
u. Mitarb. (1939a, c; 1953) folgende Angaben gemacht werden. Fest- 
gestellt wurden: fiir Deutschland, Finnland und Nordamerika: 
Thermopolyspora polyspora (von WAKSMAN u. Mitarb. unter dem Namen 
Actinomyces thermofuscus abgebildet 1939a, Fig. 9; 1939c, Fig. 43): 
Thermomonospora fusca und. wahrscheinlich (vgl. HENSSEN 1957, S. 403) 
Thermomonospora curvata; fir Finnland und Nordamerika: Thermo- 
actinomyces thalpophilus; fiir Deutschland und Nordamerika: 
Streptomyces rectus; fir Deutschland und Finnland: Streptomyces 
thermovulgaris, Thermopolyspora bispora, Thermomonospora lineata und 
Thermoactinomyces glaucus. 


Die Bedeutung der thermophilen Mikroorganismen 
fir die Verrottung des Stallmistes 


In den vorangehenden Abschnitten wurde insbesondere das Vorkom- 
men von fiinfzehn Strahlenpilz-, fiinf Pilzarten und einer Bakterienart 
beschrieben. Die Untersuchung der physiologischen Eigenschaften dieser 
Organismen ist noch nicht abgeschlossen. Soweit Ergebnisse vorliegen, 
wurden sie bei der Beschreibung der Arten mit aufgefiihrt. In Tab. 2 sind 
einige wichtige Merkmale zusammengestellt. Bis auf die Paecilomyces- 
Art, die eine lingere Kultur bei 50° C nicht tiberdauerte und deshalb als 
ein zufalliger Begleiter angesehen werden mu, gehoren alle Arten zur 
thermophilen Mikroflora des Stallmistes. Die meisten sind eurythermal 
oder stenothermal thermophil, nur drei, Streptomyces rectus, Humicola 
spec. und Aspergillus fumigatus, thermotolerant mesophil. Gemeinsam 
ist allen Arten die gute Entwicklung in neutralen Medien. Bezeichnend 
fiir die thermophilen Mikroorganismen des Stallmistes ist ihre An- 
passungsfahigkeit an einen schwankenden Sauerstoffdruck. Die Mehrzahl 
der Arten ist fakultativ aerob, d. h. sie entwickeln sich am besten unter 
Sauerstoffausschlu8 und gedeihen im optimalen Temperaturbereich auch 
gut unter aeroben Bedingungen. Streptomyces rectus, Thermoactinomyces 
thalpophilus und Aspergillus fumigatus wachsen gleich gut bei aeroben 
wie anaeroben Bedingungen. Obligat aerob ist nur Sporotrichum spec., 
obligat anaerob Clostridium thermocellum (vgl. McBEE 1954). 

Von den unmittelbar am Abbau des Strohs beteiligten Organismen 
wurden die Zersetzer von Cellulose und Pektin ermittelt. Die beiden 
starksten Cellulosezersetzer, die Cellulose auch in reiner Form angreifen, 
sind Thermoactinomyces glaucus und Humicola spec. Auf Cellulosedextrin- 
agar gedeihen gut Streptomyces rectus, Thermopolyspora bispora, Pseudo- 
nocardia thermophila und. Clostridium thermocellum (iiber den Abbau von 
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Cellulose durch Streptomyces rectus vgl. auch WAKSMAN u. Mitarb. 1939b, 
iiber Clostridium thermocellum McBrE 1948, 1954). Sporotrichum spec. 
wiichst sowohl auf Pektinagar als auch begrenzt auf reiner Cellulose. Kin 
weiterer Zersetzer von Pektin ist Aspergillus fumigatus. Die Spezialisie- 
rung der thermophilen Actinomyceten auf Cellulose als Nahrsubstrat ist 
bei den einzelnen Arten verschieden groB. T’hermoactinomyces glaucus 
mit besonders ausgepragter Fihigkeit zum Celluloseabbau wachst auch 
gut auf verschiedenen organischen Nahrbéden, hydrolysiert Starke und 
peptonisiert Milch. Thermopolyspora bispora, Pseudonocardia thermophila 
sowie ferner Thermomonospora curvata mit mittelmaBigem Wachstum aut 
Cellulosedextrinagar entwickeln sich gut nur auf wenigen anderen Nahr- 
medien und greifen weder Stirke noch Milch an. Die gréBere Spezialisie- 
rung dieser Arten ist wahrscheinlich der Grund dafiir, daB sie z. B. im 
Gegensatz zu Thermoactinomyces glaucus Stroh nicht in Reinkultur be- 
wachsen. 

Streptomyces thermoviolaceus subsp. pingens scheint vor allem die 
Inkrustsubstanzen des Strohs anzugreifen. Bei Anzucht der Art auf 
Stroh wird dieses weich, der violette Farbstoff farbt das Substrat braun. 

Streptomyces thermovulgaris, Thermoactinomyces thalpophilus und 
Thermomyces lanuginosus diirften vor allem die Abbauprodukte des 


Tabelle 2. Physiologische Higenschaften der Strahlenpilze und Pilze 
(+ = schwach, + = stark, ++ = sehr stark) 
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Strohs verwerten. Besonders Streptomyces thermovulgaris ist durch starke 
hydrolytische Fahigkeit und gute Entwicklung auf vielen Nahrbéden 
ausgezeichnet. Die Anpassungsfahigkeit an verschiedene Nahrsubstrate 
erklart die weite Verbreitung der Art, die noch hiufiger anzutreffen ist 
als die beiden Cellulosezersetzer Thermopolyspora bispora und Clostridium 
thermocellum. Die charakteristischsten Vertreter der thermophilen Stall- 
mistflora sind neben Clostridium thermocellum die Arten der Strahlen- 
pilzgattungen T'hermomonospora und Thermopolyspora. Sie gedeihen bei 
den relativ héchsten Temperaturen, Thermopolyspora bispora vegetativ 
noch bei 70° C, reichlich sporenbildend wie Thermomonospora fusca und 
Thermomonospora curvata bei 65° C. Die Arten dieser Gattungen sind 
mehr spezialisiert als die Streptomyces- und Thermoactinomyces-Arten 
und ihre Isolierung ist deshalb besonders schwierig. 


Die Zersetzung von Stroh durch Reinkulturmischungen 


Fir die Strohzersetzungsversuche mit den isolierten Organismen wurde 
eine Apparatur verwendet, in der die Kompostierung unter kontrollier- 
baren Bedingungen bei gleichmaBiger Durchliiftung stattfinden kann. 


Die Ausgangstemperatur war 50° C, die wihrend der folgenden Wochen langsam 
auf 60° C erhéht wurde. Das Strohgemisch aus gleichen Teilen Roggen-, Weizen-, 
Gersten- und Haferstroh wurde fiir diese Versuche 2 Std bei 160° C trocken sterili- 
siert und danach 1/, Std mit der 10fachen Menge Nabrlésung (Stammlésung I) 
bei 128° C autoklaviert. Die Apparatur bestand aus einem zylindrischen Glas- 
gefaB (von etwa 20cm Lange und 6cm Durchmesser) mit konisch auslaufen- 
dem Boden zur Aufnahme des Strohs, einem Aufsatz fiir Aqua dest. zur Erginzung 
des verdunstenden Wassers und einem Glasrohr zum Druckausgleich. Die Offnung 
in der Spitze des Bodens war mit einem Glasstift soweit verschlossen, daB das Stroh 
nicht herausfallen konnte. Das Gefaé8B wurde vermittels Kunststoffschlauchen tiber 
einen geeichten Strémungsmesser an eine Aquariumpumpe angeschlossen. Alle 
Offnungen der Apparatur waren durch Wattefilter verschlossen. Nach dem Ein- 
fiillen des zweifach vorsterilisierten Strohs wurde das GefaB mitsamt dem Aufsatz, 
gefillt mit 100 ml Aqua dest., 45 min bei 100° C im Dampf sterilisiert. Beimpft 
wurde mit einer Aufschwemmung von Sporen bzw. Mycelteilen der zu unter- 
suchenden Arten. Wahrend des Versuches wurde das verdunstende Wasser durch 
Nachfiillen von sterilem aqua dest. erginzt, so da8 das Stroh am Grunde des 
GefaBes staindig etwa 1 cm hoch mit Fliissigkeit bedeckt war. In dem verwendeten 
Brutschrank konnten 6 GefaBe mit dazugehérigen Strémungsmessern untergebracht 
werden; je zwei davon wurden parallel in gleicher Weise beschickt. 

Nach Abschlu8 des Versuches wurde das Gemisch bei 105° C getrocknet und 
gewogen und die Menge der entstandenen dunkel gefarbten, humosen Substanzen 
photometrisch ermittelt. Hierfiir wurden jeweils 2 g der trockenen Gemische tiber 
Nacht in 70 ml 10% iger Na,CO,-Lésung stehen gelassen, die Lésungen filtriert und 
die Extinktionswerte nach geeigneter Verdiinnung im Eppendorf-Photometer be- 
stimmt. 

In einem Vorversuch wurde die Strohzersetzung durch ein Gemisch 
von Reinkulturen der isolierten Pilze, Strahlenpilze und Begleitbakterien 
mit derjenigen durch die natiirliche Mistflora und -fauna verglichen. 
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Durch die Gefai®e wurden 150 ml Luft/Std geleitet. Nach 6 Wochen war 
die Kompostierung des Strohs in allen GeféBen gleich gut fortgeschritten 
und in denen mit Reinkulturen sogar noch mehr dunkel gefairbte Substanz 
gebildet als in den Kontrollen mit dem natiirlichen Organismengemisch 
einer Mistaufschlammung. 


In Versuch 1 wurde der Einflu8B der Luftmenge untersucht. 


Die GefiBe enthielten 18 g Stroh (Gewicht nach der Trockensterilisation) und 
wurden beimpft mit den Pilzen Thermomyces lanuginosus, Humicola spec., Sporo- 
trichum spec. und Aspergillus fumigatus, den Strahlenpilzen Streptomyces thermo- 
violaceus subsp. pingens und subsp. apingens, Streptomyces thermovulgaris, Thermo- 
polyspora bispora, Thermoactinomyces glaucus sowie 15 Stammen von Begleit- 
bakterien. Beliiftet wurde in I nicht, in II 150 cm3/h, in III 300 cm/h (Tab. 3). 


Tabelle 3. Zersetzung des Strohs bei verschieden starker Beliiftung nach 12 Wochen 


| Trocken- | pH | Farbwert 
gewicht (Extinktion) 
Difanbbeliiftetetinse 203 Sqnd Peete 13,9 | 65 | 0,20 

11. (250 "oom Laft/h) mattis pete ey 8,2 8,8 | 0,65 

TIEG00 oem -Laft/hy (ssn Ge eee 9,9 | 9,5 :.5)/$skr 0.98 


Nach 12 Wochen war das gesamte Stroh in II und III weich und dunkel- 
braun, in I hart und bis auf die oberste Schicht hell. Bei der geringeren 
Beliiftung war der Verlust an Trockengewicht gréBer, die Alkalisierung 
und Bildung von dunkel gefairbten Substanzen geringer als bei der starke- 
ren Durchliftung. 


In Versuch 2 wurde die Strohzersetzung durch die Actinomyceten 
und Pilze bzw. eine dieser beiden Mikroorganismen-Gruppen ohne Mit- 
wirkung von Bakterien untersucht. 


Tabelle 4. Strohzersetzung unter der Hinwirkung von Actinomyceten und Pilzen 
nach 7 Wochen 


Trocken- | pu | Farbwert 
gewicht (Extinktion) 
I (Actinomyceten) cc. ove.i. ates 12,0 | 5,9 0,45 
II (Actinomyceten + Pilze). ...... 11,4 | 6,1 0,47 
LE Bile) erage mee co atoe oi as Sires 11,6 | 6,3 0,29 


Die GefaiBe enthielten 16 g Stroh. An Pilzen wurden eingeimpft Thermomyces 
lanuginosus, Humicola spec., Sporotrichum spec. und Aspergillus fumigatus, an 
Strahlenpilzen Streptomyces rectus, Streptomyces thermoviolaceus mit beiden Unter- 
arten, Streptomyces thermovulgaris, Thermopolyspora bispora, Thermopolyspora 
polyspora, Thermoactinomyces thalpophilus und Thermoactinomyces glaucus. Durch 
die GefaBe wurden 150 em® Luft/Stunde geleitet (Tab. 4.) 
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Innerhalb weniger Tage war das Stroh in I mit Strahlenpilzsporen, 
in IT und III mit Pilzmycel iiberzogen. Gegen Ende des Versuches waren 
in II neben dem Pilzmycel in geringem Mafe auch Actinomyceten- 
sporen zu sehen. Das Stroh war nach 7 Wochen unter der Einwirkung der 
Actinomyceten wie des Gemisches von Actinomyceten und Pilzen 
dunkelbraun verfarbt und zum Teil weich, bei alleiniger Einwirkung der 
Pilze blieb es hart und hell. Der Trockengewichtsverlust war in II etwas 
groBer als in I und III. Dunkel gefarbte Substanzen wurden haupt- 
sachlich von den Strahlenpilzen gebildet. In allen Gefai®en hatte eine 
Ansduerung des Substrates stattgefunden. Besser ist die Zersetzung 
wahrscheinlich bei Zugabe eines Uberschusses von Calciumcarbonat zur 
Neutralisation der gebildeten Séuren. Auch WaxksMan_u. Mitarb. 
(1939a) stellten fest, daB fiir einen schnellen Abbau des Strohs 
durch thermophile Pilze ein Hinzufiigen von CaCO, zum Stroh not- 
wendig ist. 

Nach den Ergebnissen dieser Versuche erscheint es méglich, mit Hilfe 
weniger Pilz-, Strahlenpilz- und Bakterienarten unter konstanten 
Laboratoriumsbedingungen bei Temperaturen von 50—60° C und einer 
Durchliftung mit 150 cm'/Std aus Stroh einen ziemlich gut zersetzten, 
dunkelbraunen Kompost zu erzeugen. Die Funktion der Bakterien 
scheint vor allem darin zu bestehen, die bei den Stoffwechselprozessen 
der Pilze und Strahlenpilze entstehenden Sauren abzubauen. Ohne 
Mitwirkung der Begleitbakterien kommt es zu einer Ansduerung des 
Substrates, die Actinomyceten und Pilze werden in der Entwicklung 
gehemmt, und der Abbau des Strohs bleibt gering. Das Weichwerden des 
Strohs wie die Bildung von dunkel gefarbten Substanzen geht in erster 
Linie auf die Tatigkeit der Actinomyceten zuriick. Geférdert wird die 
Bildung dieser Humusprodukte durch eine Alkalisierung des Substrates 
und Zufuhr einer gréBeren Luftmenge als 150 cm*/Std. In allen Ver- 
suchen war die Zersetzung am Grunde der Gefiafe oberhalb des Fliissig- 
keitsspiegels, wo das Material zugleich am besten durchfeuchtet und 
durchliiftet wurde, am gréBten. Auf die Notwendigkeit ausreichender 
Durchliiftung und Feuchtigkeit fiir eine gute Zersetzung von Pflanzen- 
stoffen durch thermophile Organismen wiesen unter anderem MIEHE 
(1930) sowie BARTHOLOMEW u. NorMAN (1953) hin. 

Die Erzeugung dunkel gefarbter Substanzen, wahrscheinlich Humin- 
sdiuren und deren Vorstufen, durch Strahlenpilze und Pilze ist bekannt. 
Thre Entstehung in Reinkulturen mesophiler Streptomyces-Arten wurde 
z. B. von ScHEFFER u. Mitarb. (1950) untersucht. v. PLorHo (1951) wies 
Humusstoffe in Kulturlésungen von Aspergillus fumigatus nach. 

Im Gegensatz zu den vorliegenden Versuchsergebnissen stehen diejenigen anderer 


Autoren insofern, als eine einigermaBen gleich gute Zersetzung des Strohs, wie sie 
durch eine natiirliche Mischpopulation aus Stallmist verursacht wird, durch 
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Reinkulturen friiher niemals erreicht wurde, weder bei Verwendung von einer Art 
noch mit Gemischen von mehreren Arten (SARLES u. a. 1932, WAKSMAN u. a. 1939b, 
Karna 1952). 


Besprechung 


Die Kontaktmethode von CHotopNy-Rosst bewahrte sich auch in den 
vorliegenden Untersuchungen bei der Feststellung der im verrotteten 
Stallmist vorkommenden thermophilen Pilz- und Strahlenpilzarten. 
Doch empfiehlt es sich, zwecks méglichst vollstandiger Erfassung aller 
Arten, daneben von der zu untersuchenden Probe Hangetropfenkulturen 
anzulegen sowie auf Agarausstrichplatten und in Anreicherungskulturen 
die sich entwickelnden Organismen zu beobachten. Von der Vielzahl der 
Formen, die eine Probe enthalt, gelangt nur ein Teil in einem Kontakt- 
versuch zum Wachstum. Welche Arten sich entwickeln, ist auch bei 
Verwendung des gleichen Ausgangsmaterials von Versuch zu Versuch — 
verschieden. Die Actinomyceten dominieren im allgemeinen in der 
Artenzahl wie mengenmaBig und kénnen das Pilzwachstum ganz unter- 
driicken. Von den haufiger vorkommenden Pilzen wurden in den Kon- 
taktversuchen Thermomyces lanuginosus und Humicola spec. beobachtet, 
nicht Aspergillus fumigatus, der auf Agar gut bei 50° C gedeiht. Das 
Ausbleiben dieser Art kann mit der Feststellung von CARLYLE u. Nor- 
MAN (1941), daB Aspergillus fumigatus bei thermogenetischen Zersetzungs- 
prozessen nur in der mesophilen Phase aktiv ist, erklart werden. 

An Strahlenpilzen wurde eine relativ groBe Anzahl von Arten fest- 
gestellt, darunter viele als haufig und weit verbreitet. Doch ist noch mit 
zahlreichen weiteren Funden neuer Arten zu rechnen, und zwar nicht nur 
durch Untersuchung von Mistproben aus anderen Gegenden. Denn noch 
nicht alle im Kontaktversuch und in Hangetropfenkulturen beobachteten 
Typen konnten bisher mit Sicherheit einer Art zugeordnet werden, und 
moglicherweise gibt es Formen, die wie T'’hermoactinomyces thalpophilus 
im Kontaktversuch nicht in Erscheinung treten und sich ferner durch die 
Wahl fiir sie ungeeigneter Nahrmedien bisher der Beobachtung und 
Isolierung entzogen. Von frither beschriebenen thermophilen Arten aus 
Diinger und Kompost wurden Streptomyces thermofuscus und Thermo-— 
actinomyces vulgaris (WAKSMAN u. Mitarb. 1939a, 1953) sowie Actino- 
myces monosporus (SCHUTZE 1908) noch nicht wieder aufgefunden. 

Die physiologische Untersuchung der beobachteten Organismen steht 
erst im Anfang. Unter den bisher isolierten und reingeziichteten Arten 
wurden einige Cellulose- und Pektinzersetzer ermittelt. Der Abbau von 
Lignin wurde noch nicht gepritft. Die Untersuchung der Strohzersetzung 
unter Laboratoriumsbedingungen beschrinkte sich auf Versuche mit 
Mischpopulationen der Reinkulturen. Die Einwirkung einzelner Arten 
auf Stroh wurde nur in Vorversuchen durch Anzucht der Stimme in 
Reagensglasern, noch nicht bei einer konstanten Durchliiftung des 
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Substrats gepriift. Zersetzungsversuche mit sicher bestimmten thermo- 
philen Strahlenpilzarten, némlich mit Streptomyces rectus und Strepto- 
myces thermofuscus, wurden friiher von WaksMAN u. Mitarb. (1939b) 
durchgefiihrt. 

Je héher die Temperatur ist, bei der sich die Organismen optimal 
entwickeln, um so gréfer ist im allgemeinen ihre Spezialisierung auf 
bestimmte Nahrsubstrate und um so enger ihre Bindung an Begleit- 
organismen, von denen sie nur schwer zu trennen sind. Die Begleit- 
bakterien sind gréBtenteils Sporenbildner, Thermopolyspora polyspora 
war oft mit einem kokkoiden Bakterium vergesellschaftet. Uber sym- 
biotische Verhaltnisse thermophiler Organismen liegen einige Be- 
obachtungen vor. EnEBo (1949) fand, daB Clostridium thermocellulaseum 
nur in Symbiose mit 2 anderen Bakterienarten Cellulose restlos abbaut. 
GYLLENBERG (1952) konnte durch Vorkultur einer thermophilen Strepto- 
myces-Art den Celluloseabbau durch Bakterien um 30—50°%, steigern. 
Das Zusammenwirken und das Nacheinander einzelner Arten wurde in 
der vorliegenden Arbeit noch nicht naher untersucht. Die Strohzer- 
setzungsversuche lieBen nur ganz allgemein die Bedeutung der Begleit- 
bakterien fiir die Kompostierung erkennen. Eine Lebensgemeinschaft 
zwischen Strahlenpilz und Pilz scheint im Falle Streptomyces rectus und 
Thermomyces lanuginosus vorzuliegen. Bei jeder der 3 Isolierungen von 
Streptomyces rectus bildete dieser Strahlenpilz zusammen mit dem 
genannten Pilz Myceliiberziige auf Stroh. 


Zusammenfassung 


In Stallmist verschiedener Zusammensetzung und Herkunft wurden 
15 thermophile Strahlenpilzarten und 5thermophile Pilzarten fest- 
gestellt. Die Actinomyceten gehéren zu den Gattungen Streptomyces, 
Thermomonospora, Thermopolyspora, Thermoactinomyces, Pseudonocar- 
dia und 2 Formen wahrscheinlich zu Nocardia, die Pilze zu den Gattun- 
gen Thermomyces, Humicola, Sporotrichum, Aspergillus und Paecilomyces. 
Die Verbreitung einer Bakterienart, Clostridium thermocellum, wurde 
ebenfalls untersucht. An thermophilen tierischen Organismen wurden 
Ciliaten, Flagellaten und Nematoden (?) beobachtet. Zu den haufigsten 
Organismen, die in mehr als 60% der Proben anzutreffen waren, gehoren 
Clostridium thermocellum, Streptomyces thermovulgaris, Thermopolyspora 
bispora, Thermopolyspora polyspora, Thermomonospora fusca und 
Thermomonospora curvata. Die Mehrzahl der bisher physiologisch unter- 
suchten Arten ist eurythermal oder stenothermal thermophil sowie 
fakultativ aerob. 

Bei 50° C sind an der Zersetzung des Strohs vor allem die Pilze sowie 
Strahlenpilze der Gattungen Streptomyces, Thermoactinomyces und 
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Pseudonocardia beteiligt. Cellulose zersetzen Humicola spec., Sporo- 
trichum spec., Streptomyces rectus, Thermoactinomyces glaucus und 
Pseudonocardia thermophila, Pektinzersetzer sind Sporotrichum spec. und 
Aspergillus fumigatus. Bei 60—65° C dominieren Clostridium thermo- 
cellum und die Arten der Strahlenpilzgattungen Thermomonospora und 
Thermopolyspora. Pilze treten bei diesen Temperaturen nicht mehr in 
Erscheinung. Als Cellulosezersetzer wurden bisher ermittelt Clostridiwm 
thermocellum und Thermopolyspora bispora. 

Strohzersetzungsversuche wurden mit den isolierten Organismen unter 
kontrollierbaren Bedingungen bei konstanter Durchliiftung, bei langsam 
steigender Temperatur von 50 auf 60° C durchgefiihrt. Ein Gemisch von 
4 Pilzarten, 4—6 Strahlenpilzarten und einer Anzahl von Begleit- 
bakterien zersetzt das Stroh annihernd ebenso gut wie die natiirliche 
Mischpopulation aus einer Stallmistaufschlammung. Die Alkalisierung 
und Bildung von dunkel gefarbten Substanzen (Humusstoffen) ist 
groBer bei staérkerer Durchliiftung. Der unmittelbare Abbau des Strohs 
erfolgt in erster Linie durch die Einwirkung der Strahlenpilze und Pilze. 
Die Mehrzahl der Bakterien baut die Stoffwechselprodukte dieser 
Organismen, insbesondere die entstehenden Sauren, ab und verhindert 
dadurch eine Ansauerung des Substrates. 


Literatur 


BarrHotomew, W. V., and A. G. Norman: Microbial thermogenesis in the 
decomposition of plant materials. [V. Influence of moisture content and of initial 
temperature. J. Bacter. 65, 228—232 (1953). — Brreny, D. H., et al.: Manual of 
determinative bacteriology, 6. Aufl. Baltimore 1948. — Camuyin: R. E., and A. G. 
Norman: Microbial thermogenesis in the decomposition of plant materials. Part II. 
J. Bacter. 41, 699—724 (1941). — Ennpo, L.: Isolation of thermophilic cellulose 
Bacteria by agar plating. Svensk kem. Tidskr. 60, 176—178 (1948). — Symbiosis 
in thermophilic cellulose decomposition. Nature (Lond.) 168, 805 (1949). — On 
three bacteria connected with thermophilic cellulose fermentation. Physiol. Plant. 
4, 652—666 (1951). — Franz, H.: Neue Forschungen iiber den Rotteproze8 von 
Stallmist und Kompost. Veréffentlichungen der Bundesanstalt fiir alpine Land- 
wirtschaft in Admont, 1950. — Guarun, H.: Uber die Rotte des Stalldiingers unter 
besonderer Beriicksichtigung der Anaeroben-Flora. Zbl. Bakter. II 91, 65—101 
(1934). — GYLLENBERG, H.: Studies of associative populations in the breakdown 
of cellulose. Acta agricult. scand. (Stockh.) 2, 183—196 (1952). — Hmnssmn, A.: 
Beitrage zur Morphologie und Systematik der thermophilen Actinomyceten. Arch. 
Mikrobiol. 26, 373—414 (1957). — Kama, A.: Humification of straw at various tempe- 
ratures. Acta agr. Fennica 78, 3 (1952). — McBrr, R. H.: The culture and physiology 
of d thermophilic cellulose-fermenting bacterium. J. Bacter. 56, 653—663 (1948); The 
anaerobic thermophilic cellulolytic bacteria. Bacter. Rev. 14, 51—63 (1950); The 
characteristics of Clostridium thermocellum. J. Bacter. 67, 505—6 (1954). — Mrpun, 
H.: Die Selbsterhitzung des Heues. Jena 1907, Arbeiten der deutschen Landwirt- 
schafts-Gesellschaft, Heft 196, 2. Aufl. 1930. — Prorno, O. v.: Weitere Unter- 
suchungen zur Humusbildung der Mikroorganismen. Z. Pflanzenernahrg. 55, 151 
(1951). — Sanus, W. B., EL B. Frep and W. H. Perrrson: Some factors that 


Thermophile Mikroorganismen fiir die Zersetzung des Stallmistes 81 


influence the formation of products in the thermophilic fermentation of cellulose. 
Zb. Bakter. IT 85, 401—415 (1932). — ScHEFFER, F., O. v. PLoruo u. E. Weurn: 
Untersuchungen iiber die Bildung von Humusstoffen durch Actinomyceten. Landw. 
Forsch. 1, 81—92 (1950). — Scuiirzn, H.: Beitrage zur Kenntnis der thermophilen 
Aktinomyceten und ihrer Sporenbildung. Arch. f. Hyg. 67, 35—56 (1908). — Tuom, 
Cu., and K. B. Raper: A Manual of the Aspergilli. Baltimore 1945. — TSIKLINSEY, 
P.: Sur les mucedinées thermophiles. Ann. Inst. Pasteur 18, 500—4 (1899). — 
Waxsmay, S. A., and T. C. Corvon: Thermophilic decomposition of plant residues 
in composts by pure and mixed cultures of microorganisms. Soil Sci. 47, 217—225 
(1939 b). — Waxsmay, S. A., T. C. Corpon and N. Hutror: Influence of tempera- 
ture upon the microbial population and decomposition processes in composts and 
stable manure. Soil Sci. 47, 83—98 (1939c). — Waxsman, S. A., and C. T. CorKE: 
Thermoactinomyces TsIKLINSKY, a genus of thermophilic actinomycetes. J. Bacter. 
66, 377—378 (1953). — Waxsman, S. A., W. W. Umsrerr and T. C. Corpon: 


Thermophilic actinomycetes and fungi in soils and in composts. Soil Sci. 47 
37—61 (1939 a). 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 27 6 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 27, S. 82—104 (1957) 


(From the Institute of Microbiology at the Royal Agricultural College of Sweden, 
Uppsala, Sweden) 


Silage Studies VII 
Studies on Fermentation Processes in Silage 


Starch as a Source of Carbohydrate for 
the Lactic Acid Fermentation 


By 
CONRAD RYDIN 


With 2 figures in the text 
(Eingegangen am 19. Februar 1957) 


In biological silage making the forage is preserved by the lactic acid 
produced in the bacterial fermentation processes. For a sufficient produc- 
tion of acid relatively large quantities of fermentable carbohydrates in 
the ensiled material are required. The quantity of these carbohydrates 
varies greatly in the most common silage crops; for instance it is very 
low in lucerne and clover, making them difficult to ensile, while the high 
carbohydrate content of maize and marrow-stem kale make them easy 
to ensile (ep. TorH, Ryprn and Nixsson, 1956). In order to supplement 
fermentable carbohydrates in the forage, the addition of ingredients 
rich in sugar and starch has been recommended in literature. From 
experiments performed at our Institute it appears that the addition of 
sugar helps greatly to give a favourable course to the fermentation 
processes while the addition of starch in solid form had on the other 
hand a detrimental effect on these processes. The addition of barley malt 
highly favoured the lactic acid production, while barley meal stimulated 
this fermentation only to a small extent (Rypin, Nizsson and Tora, 
1956). The present paper tends to show the conditions under which 
starch can be utilized as a source of carbohydrate for lactic acid fermen- 
tation in silage-making. 


Methods 


The experiment is to show how different kinds of starch and hydro- 
lysis products of starch could be used for lactic acid fermentation under 
different conditions; the activity of starch-splitting enzymes has also 
been examined. 

The material was lucerne and clover, ensiled under controlled conditions of environ- 
ment in small silos of stainless steel (Nmusson, Té6TH and Rypry, 1956). Each silo 


contained 10—12 kilos of well chopped green forage, cut at the budding stage. The 
pressure on the forage was 16.8 kg., representing 300 kg./m?. The ensilings were carried 
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out in constant temperature 
conditions. The different kinds 
and quantities of supplements 
added, are registered in the 
tables. 


The experiment comprises 
7 series for which forage with 
the botanical and chemical 
composition shown in table 1 
was used. In the analyses 
protein is the total nitrogen x 
6,25. Sugar was determined 
after hydrolysis with hydro- 
chloric acid (1 n HCl, 20 hours, 
20° C) as reducing sugar accord- 
ing to Somogyi (1945, 1952). 
The quantity of nitrogen-free 
extract substances has been 
estimated by subtracting the 
sum of protein, crude fat, crude 
fibre and ash in the forage from 
its dry matter content. 


In the various crops there 
was an admixture of greater or 
smaller quantities of weeds, 
particularly high in series IIT. 
The dry matter content varied 
greatly in the crops in the 
different series, owing mainly 
to the difference in weather at 
the harvest. All the crops were 
ensiled fresh, with the excep- 
tion of series VII which con- 
sisted of the same raw material 
as series VI, but wilted for 
24 hours. The great variations 
in the dry matter content of 
the ensiled material have caused 
large differences in the per- 
centage of the different sub- 
stances in the forage. The 
chemical composition of dry 
matter in the different ensilings 
did not show such large varia- 
tions. One exception is the 
sugar content which showed 
great variations even in the dry 
matter, most probably caused 
by differences in temperature 
and precipitation during vege- 
tation (cp. MpyerR and An- 
DERSSON, 1954; Lrvirr, 1956). 
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Table 2 (continued) 


The fermentation pr 
Byes I ANDI AN aa N r10 4 process was 
SSR SSS SS | SS OS S : 
ees) ICM me he aikieias followed either by means of anal- 
ysis of samples from the silage at 
various times (series I) or by contin- 
ee es ae ZIRRLSR uous analyses of the effluent which 
S/SS|/SS|4H)/SS|/4S44C_ was drawn every day, followed by 
analyses of silage samples at the 
end of ensilement (series II—V) 
Hien l/om|H+ol/H#nl/H+nrQon ; : 
HI/ASIAHJ/ HAI SSINSONS+S Soas not to disturb the anaerobe 
SIO Ploo;eol;oor;oooCO°©® system when samples were taken 
in series I, several silos containing 
Slonilawol/ocolawl|onawan the same material were used and 
Hl Od] Ho | HH] CON | HHH = : : 
SlosiJSSicoSIiS6ci\6 SSS were kept under identical experi- 
mental conditions. Samples from 
parallels with the same material 
~ |} oO | = O] OO} D190) O10 wr OO 
Stead ela. ese] rc Sai ie ere taken for analysis at fixed 
intervals of time. 
Silage analyses are made of 
Patina iaoncatiiesknel etico eaienics. tevca samples: taken from) a. layer near 
Hl Or l/ow|/ro/4H/SBSNGS the bottom of the silo, thereby 
preventing the admixture in the 
samples of mouldy forage from the 
SZ/\SSl/AS/SSISS/SSSAz surface of the silages. 
Bin Sol/H spas | esl aAon ss Inthe chemical analyses of silage 
samples the sugar was determined 
H/CO|MALRMSO/MAl|MAaHOSOm after hydrolysis according to So- 
Wi Hr! DWM! DOINDI Cas 5 
S/S e Pott ANA S|NASNAN= moeyt (1945, 1952), volatile fatty 
me et ee | a ee eacida_and lactic acid were deter- 
mined according to Bnnetsson and 
BlSEVS/SS/SSSRBey Komman (1050). 
Sslandilcoaolacia Snood The continuous analyses of the 
__ effluent were made on effluent from 
the same silo during the whole 
rims worl or!s|/ aoi;wawaAnn oo ° : 
ee aca | hesicsced |’ oo SS od 16 Chsiling period. In these analyses 
AN] SON | NOD | IN| OD OD | Io ON CO  olucose was determined chromato- 
graphically according to PARTRIDGE 
olnalaanianjonaan (1948, 1949), butyric acid and 
19 | O19] 19 19 | 1G H| OH OOx higher volatile acids chromatogra- 
phically according to MirrTrnen 
and VIRTANEN (1951) and lactic 
: ; acid according to FRIEDEMANN, 
: Coton1o and SHAFFER (1941). 
9 oN) - Se) A . 
o> . s10n 
Lae are, o Results and discus 
. . . ‘ee 
s2_3| sese S EOo58'g Table 2 shows how the fer- 
ao as] & ++ & mentation process was follow- 
eo] & ra ~ i) a 3 5 3 
ae eB g is oS 5 5 q ed in series I by chemical 
S| a 5 
a g 8 ee > |S B See analyses of the silage after 1, 
q © ® 
#158 |$ |s8 |S |8888E 3,6and10weeks. Supplements 
o| 3 ° s S OB 088 
O}m | | |B |ORAAA used weresucrose, potato flour, 
syoom 9 | syoom ot finely ground meal and malt 
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of 2-row barley in quantities of 2° or 4% (see table 5). The ensilages 
were made in a constant temperature chamber at 28°C. No effluent 
was obtained in this series. 

During the first week lactic acid fermentation was vigorous in all 
silages, especially so in those silages where sucrose or malt were used 
as supplements. After the third week the production of lactic acid ceased 
in all the silages except in those with 4% sucrose or malt. In these the 
content of lactic acid continued to increase during the whole ensilage 
period. The largest lactic acid quantities of about 2%, obtained in the 
control silos, and with potato flour or barley meal supplement, were 
insufficient to prevent putrefaction. At the high pq values, between 
5.7—6.1 in these silages the lactic acid occurs to a large extent as lactate, 
the bactericidal effect of which is relatively weak at these py values. 
This is shown by the experiment accounted for in table 3 (cp. RICHARD, 
1946). According to BAUMGARTNER (1949) the hydrogen ion concentration 
has a marked effect on most preservatives, the toxicity being greatly 
increased in acid medium. 


Table 3. The effect of various amounts of ammonium-lactate on the growth of some 
bacteria. Original px in all tests = 5,9 


Final px and growth after 12 days 
Amount of NH,-lactate Lactobacillus Escherichia Proteus 
in the substrate plantarum colt vulgaris 

% pH growth pH growth pu growth 
4.8 4.7 ++H++ 6.1 +++ 6.3 ++++ 
5.8 4.8 +++ 6.0 ++ 6.2 +++ 
6.2 4.9 +++ 6.1 ++ 6.2 +++ 
6.5 5.1 ++ 6.1 + 6.1 ++ 
6.7 4.9 ++ 5.9 | no growth | 5.9 | no growth 
7.4 5.3 + 
7.9 5.9 | no growth 


The effect of the different supplements on the fermentation processes 
is most clearly shown in the silage analyses after 10 weeks. Lactic acid 
fermentation was not promoted by the addition of potato flour or barley 
meal. The enzymes of the forage or its bacterial flora were not able to 
attack and hydrolyse the starch in these supplements to a fermentable 
state for the lactic acid bacteria. In these silages, therefore, the content of 
lactic acid as well as of sugar was low. 

The addition of 4° sugar or malt greatly stimulated lactic acid fer- 
mentation. The carbohydrases of malt (amylases) hydrolysed to a 
great extent the polysaccharides (starch) into fermentable carbohydrates, 
shown by the successively increasing quantities of sugar and lactic acid. 
Amylase activity was vigorous although the temperature was far below 
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the optimum for malt amylases; the py value however was, during ensil- 
ing, near the py optimum for malt amylases (5.0). It is difficult to estimate 
whether the other carbohydrases of the malt, for instance cellulases, were 
of importance here, but it is probable, as such enzymes are active at 
these pq values. According to ENEBo, SANDEGREN and LJUNGDAHL 
(1953) the cellulase activity of barley is highly increased during malting. 

In none of the silages the quality of silage was of the best, seen by the 
presence of butyric acid in all the silages. The butyric acid content was 
considerably lower, however, when greater amounts of sugar, and espe- 
cially malt were added, compared to the control silo, showing that these 
two supplements had a favourable ensiling effect. The addition of potato 
flour or barley meal have on the other hand resulted in silage of very bad 
quality with higher butyric acid contents than the control silo. 

The effect of the different supplements on the fermentation processes 
is also clearly shown when the amount of ammonia nitrogen in per cent 
of the total nitrogen is compared in the different silages!. The low figures 
for these values on ensiling with 4% malt or sugar indicate that the 
process of putrefaction was not violent in these silages. This process was 
inhibited by the high lactic acid content and low py values, but also 
probably by the high sugar content, as sugar, even in an amount of 2% 
in the substrate inhibits the production of certain enzymes in bacteria, 
such as deaminases (STEPHENSON, 1949). According to BERMAN and 
ReEtTrTGER (1918) the presence of a fermentable sugar in a culture medium 
has a protein sparing effect, in the sense that the nitrogen is utilized 
merely for growth, and that the sugar furnishes the energy. 

The high value of ammonia nitrogen in per cent of the total nitrogen 
when potato flour or barley meal had been added, indicates that these 
supplements favoured the proteolysis. 

In series II (tables 4a, b) the fermentation processes were followed by 
analyses of the effluent after 2,3, 4 and 5 weeks; the silage beeing analysed 
after 6 weeks. The first effluent was obtained during the second week. 
The same supplements were used as in series I, but smaller quantities 
were chosen because the clover forage in this series was easier to ensile 
than the lucerne forage in the previous series, partly because of the 
considerably higher sugar content and lower protein content. In addition 
to the supplements used previously, an amylase preparation* was used, 
alone and mixed with potato flour or barley meal. The temperature was 
28° C. 

1 A table for silage quality estimation referring to the values for ammonia N in 
per cent of total N, and butyric acid contents can be found in Silage Studies I. 


Arch. f. Mikrobiologie, 28, p 371 (1956). oa 
2 The amylasepreparation = Zymola DDS, a malt extract, containing a fixed 
amount of alpha-amylase together with other malt carbohydrases (see table 5). 
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Analyses of the effluent showed that already after 2 weeks glucose 
was consumed in the control silo as well as when potato flour or barley 
meal were used as supplements. Also in this series starch in both 
these supplements does not appear to have been hydrolysed and made 
available for lactic acid bacteria. With the addition of larger quantities 
of sucrose as well as of amylase or malt, glucose and large quantities of 
lactic acid were found in the effluent during the whole ensiling period; 
the putrefactive processes had been restrained by these additions, so 
that the content of ammonia nitrogen and butyric acid showed low 
values. 

The supplements in this series had about the same ensiling effect as 
the corresponding supplements in series I. When larger quantities of 
sugar or amylase preparation or malt were used, the quality of the silage 
was very good with low values for butyric acid content and ammonia 
nitrogen in per cent of total nitrogen, while the addition of potato flour 
or barley meal gave a poor result. 

The good ensiling effect of the amylase preparation can be ascribed 
partly to its high sugar content, but it seems to depend mainly on the 
different carbohydrases in the preparation which were able to hydrolyse 
polysaccharides in the forage. The addition of for instance 1.2% amylase 
preparation with a sugar content of 26% thus resulted in a silage with 
higher sugar and lactic acid content than when 1.2°% pure sucrose were 
added. 

Amylase together with potato flour or barley meal did not result in a first 
class quality of the silage. On the contrary the simultaneous addition of 
these carbohydrate supplements deteriorated the silage as compared to 
the silage with 1,2°/, amylase preparation alone. The starch in these 
supplements thus appears to be only hydrolysed to a very small degree by 
the amylase. It is possible that the quantities of amylase used were too 
small for a more complete hydrolysis of starch, or that the enzymes of 
the preparation were unable to attack starch in its solid form. MyrBAck 
and NEuMULLER (1950) state that “raw starch is obviously broken down 
in germinating seeds. It is also easily utilised in living animals. It is then 
somewhat surprising that most amylase preparations have extremely 
weak action on raw starch, so weak that it seems permissible to assume 
that the pure enzymes would have no action at all on absolutely un- 
damaged starch granules.’ Silages with malt supplement show that 
this ability of germinating seeds to break down even raw starch to 
a large extent preserved even after the seeds have been prepared as dry 
malt. Whether the hydrolysis can be ascribed only to the high con- 
tent of alpha-amylase in the malt, the “‘liquefying” amylase (table 5), 
or whether it depends on a combined action of the different enzymes 
of malt is impossible to see from the results of the experiment. Possibly, 
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a special “‘raw starch factor’’ is required for the hydrolysis of starch in 
solid form, occurring in malt, but is apparently lacking in barley meal © 
or in potato flour as well as in the ensiled crop and in the amylase- 
preparation used in this series. 


Table 5. Dry matter content, sugar content (acc. to Somoeyt 1945, 1952) 
and «-amylase content, AF-units, in some of the supplements used 
(The AF-unit is the number of grams of starch, which 100 grams of the sample are 
able to dextrinize in 15 minutes at 30° C and py 5.0 for malt amylases, px 6.5 for 


bacterial amylases) 
——_—_—$—_—$_—__$_$_$_$_$_$_$_$_$$<$$<$_$$$$<$$$$$$ Er 


% Dry matter % Sugar | AF-units 

Zymola DDS prep... ... = - 39.9 26.0 | 950 
Bac. subtilis prep.I ...... 18.7 1.67 | 1000 
A 1D a Perce Seer 91.8 / 8.55 5000 

Malt meal,6-row barley... . . 91.6 | 7.64 | 820 
* D TOW S tesa se fe. tee 93.0 | 4.97 | 230 
‘Barleyamea sy ya. eee eee ee Tee 90.8 2.34 0 
Wheatimealiaiek s16ereveiseer 2 86.8 151 | 0 


Series III, IV and V were performed to examine how different types of 
sugar and starch and also dextrin could be utilised as sources of carbo- 
hydrate for lactic acid fermentation; the series also established the 
amounts of fermentable carbohydrates required for satisfactory ensiling. 
The effect of different amylases on the fermentation processes was also 
examined (tables 6a, b; 7a, b; 8a, b). The progress of fermentation 
has been followed by continual py tests and lactic acid analyses of the 
effluent during 5 weeks; the silage was analysed after 6 weeks. The tem- 
perature was 28° C. Glucose, maltose, and dextrin could be utilised com- 
pletely for lactic acid fermentation. The silage quality was very good 
even when the smallest quantities 1.259% and 1.6% were used. 
Addition of soluble starch in solid form and starch as meal of diffe- 
rent types of grain did not improve the lactic acid fermentation. The 
rapid lactic acid fermentation during the first week in these silages as — 
well as in the control silages changed quickly to a violent process of — 
putrefaction as soon as the fermentable carbohydrates of the forage were 
exhausted. 

The addition of a mixture of oats and barley meal showed a positive 
result when the largest amount—3.2°—was used. This favourable effect 
must be ascribed to the sugar content of the supplement and to its ab- 
sorbent quality by which losses of sugar and lactic acid in the effluent 
decreased. Any hydrolysis of the starch in the meal mixture must have 
been insignificant as the sugar and lactic acid content of the silage was 
low. This low lactic acid content (2.1%) appears to be insufficient to 
prevent putrefaction at the high py values. The figures for butyric acid 
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and ammonia nitrogen in per cent of the total nitrogen show that putre- 
faction had started. It was not possible to establish any a-amylase 
in the wheat meal used in series IV (Table 5). Hydrolysis does not seem 
to have occurred, so it could not be used for lactic acid fermentation. 

As in the previous series, addition of malt has greatly favoured lactic 
acid fermentation. Even when relatively small amounts were used a silage 
of first class quality was produced, entirely free from (or with only insig- 
nificant amounts of) butyric acid. The carbohydrases of malt completely 
hydrolysed the starch of the malt into fermentable sugar; probably also 
polysaccharides in the green forage were hydrolysed. 

In series III, a good preserving effect could be observed when malt 
was added, in spite the destruction of the enzymes when the malt was 
heated to 150° C for one hour. During heating the starch was, at least 
partially, dextrinified, and so made accessible to the lactic acid bacteria. 
A marked difference in the fermentation process was noticed in series [IV 
where the silages with malt of 2-row barley with relatively low «-amylase 
content were compared with those using malt of 6-row barley with a 
considerably higher amylase content (see table 5). The more powerful 
hydrolysis of polysaccharides where 6-row barley was used gave a silage 
containing a larger amount of lactic acid than with malt of 2-row barley. 
Malt of 6-row barley mixed with the same or double the amount of 
wheat meal or wheat flour had, in series IV, about the same favourable 
effect as if the whole supplement had been malt. It is obvious that the 
amylase content in the malt was sufficient to hydrolyse the starch in 
both the added wheat flours also. The analyses from series V, in which 
malt of 6-row barley and wheat flour were added to lucerne forage in 
varying amounts, partly single and partly as a mixture, further confirm 
the very favourable effect of malt in lactic acid fermentation. It is also 
shown that the starch in wheat flour could not be utilised by lactic acid 
bacteria, unless amylases were supplied by addition of malt. Theadmixture 
of 1°/ malt resulted in bad quality silage as the supply of carbohydrates 
was too small for sufficient lactic acid production. The addition of 
2° 6%, wheat flour also gave bad silage as the starch was not hydro- 
lysed by the enzymes of the forage. The addition of 1% malt mixed with 
2%—6% wheat flour gave a supply of fermentable carbohydrates 
sufficient for a satisfactory quality of silage, as the amylase content 
in the malt was sufficient for hydrolysis of large amounts of the wheat 
flour starch. 

When pure «-amylase preparation, or amylase preparation from 
Bacillus subtilis (Table 5) were added, the lactic acid fermentation was 
not further stimulated as a result of hydrolysis of starch in the forage. 
Starch from photosynthesis in clover and lucerne in larger or smaller 
quantities, was presumably insignificant in these series. Bac. subtilis 


or |zr| st |er| at |ovl or | or] ot lerler| eel] orl onl or] oe |%ere 
st |er} st ler] or [or] st [orl] or |rrl eel orl orl or | or | re |%Rz 
ST |Sh] OT | Sr] Lt | or) st [orl or | rr] rr] orl or | ov! oe | og |%oT 
oT | Sh) Lt | Sh| oF | om] st | orl] st | rel orl or | s+ | oF | oF | o's |%8'0  (poyeoy) peour qfeu Kopreg 
9S |OF| SS | TH] os | TH] 9% | TH] os | cel orl es] rF | oF 
VO | TH] 9% | TH] 3S | sh] es | srl es | orl orl rr] vel oe | op] og | %EKZ 


6T | or] OT | er] Vs |er| oe |er| oe |erler| rel] orl orl ov] te | %or (Aopreq Mor-Z) 
PE | Ly] LT | Lh) OF | oF| st | or] ut |ot| or | ov| ey | ov] ce | re | %s0 [vou geur Aopreg 
ST | er) 6 | Sr} 2t | or] st [orl] or |orlorl orl orl os | ov! oe |%ee 
— }-—] 0 | 09] — | —] ut | or] st |orlorl sri orl onl ce | re |%Fz 


0 |9S] FO | OO] ST | Lr] St | Lr] ct | orlopl cpl orl ov | vel te | %orr ; 
0 | ge 0 | 99] FO | OS] LT | LH] OF | OF] OF) OF] OF! OF | OF! TE |%80 (KOM Lopreq *%0g s7%0) 
[BOUL 9.1n}XTUL [v919/) 


. 
. 


q 
a) 0 “go | 60 VV | VI Sr] oT OF | IT SI Ore OF ELS Lele ee) et ar re ag 
be 0 VG 0 |99| FO 8's |. OT 9F | OT ove | Vel 9 Ve, OP Oe eh | sT'Sc| zee eS Yoo 0. Ose Aue-0 
| £0 9'9:) OT rg | St LY | ST 9F | OF SI Pe ea ee EOP ILE MSY |S: eS See 
7 TO ieee 0) yg | L0 Sie | ss Sah Pe SD oF | SF) OF 1 OF (OF | LE | OFS Se OT moog aveqmy 
3 0 L’G POS So 15 Ost chia aay |! (aha jail © O Potie Fal Ura OP OF pele ee |-2 i SS oe 2eee-e 
) vg ) vG 0 Sal OF 1 GT Vel OV) LY LY i oFr bade (AY Se (oe SL. “Oe %o9 T Yoreqs opqnyog 
8S OF | 9G 6E | LS OF | 8G TP | V6 Lise tes Praor OF PLE POP tT es See 
GS 1S eg PS 2 Aa Os 2 A Vy | Ve GYAN EP Gre Seely (6 | = ae %9 Tt Ulayxeq 
6S 6E | SS 6E | 9S Or] OF TP |] 66 LG Valier ae ver te PP Roy [Pegs ales > = See ae 708'& 
6% Cs) | BOG OF | LS On Ss DOVE) SRE Leer EF See OF eR | Sg: |S: st 9° ae ee presdonE) 
0 gg 0 9g 0 6S) oT S| Ge Dl Poa Oe SP RSP Pe | fees te 2 Sonar 
0 gg 0 9°¢ 0 LG | ot og | OT Biel bP SPH LP ELS OLE eS |S Doe st eS agar 
% % % = af 
“plow ud “poe Hd “pre Hd 
pet “poet “QoeT “poeT “pret syuswiddng 
=f. 
SYOOM ¢ TOY | SHOomM F Joy | syoom g Joysy | syoom Z Joyy | yoom T 1aqzy Surpeet Hd Apeq 


x 
% III Selt0g ‘sseooid oy} Sutmp yuonpye jo stsXpeuy ‘ssao0ud uoynjuauntas ay) Uo sasrjhun pun sanuphiyogina snorava fo poaff{a ay.J, “eg eqR I, 


Studies on Fermentation Processes in Silage 


00 00 00 | 8F'0 VE OL 6970 | SE0'0 | 80°0 | O'6T €FP rh Sie eR Atar POL Ze 

€0°0 | L270 | T0'O0 | Sg°O 6T TG? | 0GF'0 | TS0°0 | 90°0 | 8ST LY Peat mea VOT G 

60'0 | €€'0 | TOO | 9F'0 LT VIL | I¥V0| LOO! 900 | FST SP A SCX Aa eS A 

STO | GO | €0°0 | 89°0 Sl! L&T | €6¥'0 | 890°0 | 90°0 | 6'FT oF ss tot ts ss 689 (peyeey) peour 4yeur Aopreg 

00 00 00 | GF0 GE Lh LéF'0 | €60°0 | FIO | GOT Lay, 2 FED | 99" SSE GE RIC aR Ades 

00 0°0 00 | SFO 6G 89 ¥CV'0 | 660°0 | OF0 | FO9T TP A AVES a hk aloes Se eh 7o¥'G 

00 00 00 | FS°0 6G 8°6 6€F'0 | €F0'0 | 90°0 | SLT GP eeteg mere re OO tan (Korg MOT Te) 
600 | $90 | 80°0 | 09°0 il! LOT | &T¥'0 | 690°0 | 90°0 | SFT 6 FP bee ee SAYS © * 8 068° feet ayeur Aoaeg: 
GOO | 610 | 200 | 99°0 VG V&l | chr 0) 890'0} LOO | GOT 9 es 

€60 | Got | LVO | 660 G0 GLE | 96F0| LITO} GOO | LET eG VS 

GIO | SGT | ctO | 060 G0 VLG | S&V'0 | 8IT'0} SOO | FFT VG %9'T : 

€6°0 | O@T | STO | OOT | SO | 86S | 92F0| LZT'0| FOO | Lgl | ae %8'O (Yor Aepreq *%Og syeo) yeour ornyxtTuL Peera_ 
9TO | LIT €TO | 98°0 G0 LG | LIVO!} €OT'0} LOO | OT GG ‘lic iis © fan 4) 1*: cigs a epome OT 0 

TGO0 | 9ST | 90°0 | GOT £0 G86 | ZrO | OZT'0| 80°0 | GST Tg wiiive (fa 2 eee eee eseLaures 
9tO0 | G&T | €F0 | OG'0 60 OLT | 8hF'O | 9L0°0 | 60°0 | TST Tg eh Nat ie eek A a Se Oe eG 

610 | OFT | SOO | 8S°0 8°0 VST | €&6F'0 | 8L0'°0 |} 60°0 | 9°ET T¢ Ta. ie Maal. Leble Bn oe) enon SOU AN 
66'0 | S&T | €10 | S80 G0 OTE | TIV'O}| O€T'0) E20 | FET Gg ume a a eee a eee es 

OF 0 | SEEM) 66:0) |) 2b 9°0 STE | GIV'O| TETO} G0 | LST og SOP NE SP Ae Gee a OG Pe OrEge ora nyo 
100 | 100 | 100 | SFO Gi €9 96€°0 | Sc0'0 | SFO | FLT OF CP: Re eS I SR See 

100 | GOO | T0';0 | 8FO 6G G8 9TF'0 | FEO'O | STO | SOT VP Re Te SESE ee a OTT UL XOCE 
00 00 00 | OF'O VE VL FOPV'0 | 0€0'0 | 68°0 | FLT OT 2h) Ge he OO ew Sea acre 

00 0'0 00 | GFO GE 6L 9070 | GEO'0 | 820 | LST OP Re ede a Sg eee CO procusn pe) 
LOO | OE SEO | Sit GO G9E | 9070 | LFI'O| SOO | SET eg 4 th eee On PE Se ae oi 
LEO | 6FT | GO | FIT a0) GPE | CIV 0! GIO] £00 | OST eg ah cg hhh oe ie, ee TOTTLOD 
% % % % % % N 9, of 9 % 
‘08 ‘JOA | poe *proe poe pre | "404 Jo ° Ke ° 1044°eUL ad 

ystq | rang | -dorg | omeoy | ompey | w-*ay |NTCIOG) NHN] weang |G | ete me 


IIT Se10g ‘syoom g Joye odelIs Jo stsATeuy “ssa00ud uorynjuawsaf oy) Uo sasmphium pun saynuphyogsno snorwva fo qoaffa ay. T °49 91Q%I, 


to RC erg omy e 8o %Ss'0 TI esepAure 


£0 | &¢ = oF ws GP (Su VP] VT GV | GP | Sr | St | &h | SF! ge 
i wT + %GS JT [eo veo, 
0 LG 80 | SP GT oF tar VP eT Swels rary.) cv Iker ior | 6S ‘+ egy T osepAure 
syuqns ong + %GZ'T [Boul yeoy MA, 
chal! VP | PI | PP 9T VV GT tire leah Cite ILGEVe |) Gale Val Gi Pa CG halt 0.90 | ae 00S: 
60 | LP GT GP 6T GP GT | VP tal | GV |GP | GP] EF | &b | P| S99 SAT RS See) 
0 VG 9°0 Vg Paik Livan eabab oP a) Core Gavan e Cub alnGab alta Vale a Fle eeu, ee oe Gye 
0 GG CT 5 2) niga | oP Gal HV) VT Ce Ge GVaes Pile F | Sir So ee * Mei s 
GO | &g TT GFP ae GP eT PY NEE ARIE CW RICG VAIS eG 1 SP cee Ou meee oe oe OF (ace 
0 gg gg 80 | Og oT GP oT CEVOILG Va lanvelh Gee |) Vo Pale iP ag ets EG 
0 eg GO | ¢¢ OT LY Gc oP GT PVE Viva & Paeleivel! Vives VP E90 | es Phe Sek 
0 gg 90 | Og EL L’'v TT oF GT Fave |e VAvaN VaVanlatate |odsPa | Sal S:00|t% wee. a + OCC reauL sear At 
A DL Coae Sis aa 6§ oa OF 6T 6§ 9T EV MBVaGTAnG rey Merl eo 2 OSL e 
q SiG 0.6 TS | OF 0G | OF Li 6'§ Gy TH) TV | OF | OF 1 eh | PF] eo | ° %oGs 
| ST GF ST GF LT 4 oT VP oT TH] Or | &b | &h | &h | FF!) oO | ° Meet (Aopreq mor-g) [eour yew 
aa 
ray 0G | OF SG 10% 4 Oe MemROrce le ra Terie cy eer te Pleo lM oC 
be LT “ 9T VP ra! Gi N Re Gy ice hey Lr | £9) =. 0ez 
a GT GP GT tP So) VP GT eP 1 ip GP | SF | Sh | &b | FH | S| G9 | * MGeT (Aopreq mor-Z) feow yey 
S ~ 
0 6¢ 90 | og OT 8'F SO MOT SOT Gy | Vite) Ph Fe | PP 6 E94: +2080. 15 
Oy} BESO Ol Okey — aie ge aie ed ee baad Fe Paeee | ee | SP | ZO * %oges J osepAure syyqns ong 
GG | &§ GG | OF 0G | OF] O@ | BE OEM WeOLTe elas svat Gres WeGuhe lt Ges | OiGely =. © Ye eo 2 OF ner 
6T OF Oe Ore 8ST | OF 8T 6€ oT Eve | Ee GRwGee Sr OF | £9 ee te Gene EGCG. |. OSONTE LN 
0 Ts TO TS 0 ¥G SiO naa Ses TT OF Fe iGavel Gar ae uP es Fale eee abQal) 2 te eters ore ceee me fe 
0 LG SOR Ser GT TA a vee tare ema els Fare CR PE) Oo ee Le 
poe | ud poe | ud poe | ud poe | ud poe | ua 9 G 7 g Zz T 
“4ov'_ *qoe'T “qov'T 4oe_T “qoe'T_ syueumerddng 


SOOM ¢ IaIyy 


I I 


S  Asetseg ‘sseooid 94} SuLIMp yuonT Ye jo sisATeuy “ssavoud woynjuawsa ayy uo sasmjhiun pun saynsphyoqia snorsa fo yoaffa ayy, “el, a qe, 


SYOoM F IOV 


SYOOM ¢ JaqV | Syoom Z J0qzy | Yao T JOITW 


sulpeel Hd Apeq 


Table 7a (continued) 


Studies on Fermentation Processes in Silage 97 


2 ©| « x2. amylase could hydrolyse at least a part of the 
“a “| SN NS starch in the wheat meal added to the forage 
2 ol a ow and shown by the larger lactic acid content in 
“7 % © these silages compared to silages with wheat 
a wl eo w« mealor Bac. subtilis amylase only. 
A Al a a In series VI and VII the influence on the silage 
Pie tM cl composition of variations in the dry matter 
*3 693) «3 + content of the ensiled material by pre-drying has 
Asta ae been examined. In series VI fresh clover with 
a oa) a a  adry matter content of 23.2°% was used, the 
dry matter being 37.5% after 24 hours’ wilt- 
S S| gG Sing = series VII. The temperature was kept at 
20° C, because the ensiling of clover without 
2 2&1 & X_ supplement usually results in completely spoilt 
! silage at higher temperatures (cp. NILsson, 
Sie Sos TotH and Ryv1in, 1956). No effluent was obtained 
in these series. The time of ensiling was 8 weeks. 
62 oo) me The best quality silage was obtained where 
~ “| “ “the forage was wilted, as shown, among other 
= | ~ « _ things, in the insignificant butyric acid content 
“~*~ ~*~ in this series (table 9). The sugar content in 
Cr ee these two series showed great variations, being 
considerably higher in silage of wilted forage 
= 2 S than of fresh material. The explanation of these 
differences in sugar content is, among other 
ileus aka S things, the larger amount of sugar consumed 
in the larger lactic acid production from fresh 
ios N NAN ios . . 
~ +) + ~+ material, compared to the amount of lactic acid 
~ «| © « inthe drier silage. The percentages for lactic 
+ ~) + + ~~ acid content were on the whole the same in both 
Aarons a a series. As, however, silage from fresh material 
3S S| © © contains considerably more water than from - 
eee eS ag wilted material the total amounts of lactic acid 
: g 3 produced in this series are notably larger. Thus 
iene eae the lactic acid content in the dry matter in 
| 6 5 S ae 4 5 series VI was 11.6% as against 7.1% in series VIT. 
+S+% +o+% Sugar is produced in the hydrolysis of higher 
Pxsail Del a ot carbohydrates during drying and ensiling, espe- 
Nea 2|N 283% © cially if the forage hasa high dry matter content 
2838/8288 (cp. Sronz, Rem, Wui1ams and Bucupet, 
o's as Seee 1954; Wyiam, 1953; BerezovsKt and Ecorova, 
BESESSRE 1949: Norprevpr, 1955). Table 1 shows that 
SPoYo| Foto ; : ‘ 
nae ae ae the sugar content of the ensiled material was 
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higher in series VII, when the forage was wilted for 24 hours, than in 
the fresh material in series VI. Furthermore, in series I with relatively 
dry ensiled material the sugar analyses of the silage during the first 
weeks after ensiling show higher values than the sugar content of the 
_ensiled material, in spite of the relatively large amount of lactic acid 
produced. 

In the ensiling of relatively dry forage the py values in the silage are, 
especially in the beginning, higher than in the ensiling of moister 
forage, as a result of the continually increasing buffer capacity of the 
forage as the dry matter content increases. In series I with dry ensiled 
material the py value was during the whole fermentation process con- 
siderably higher than in the silage with high water-content in series 
II1—V (cp. Brown, 1950). The enzymes responsible for the hydrolysis of 
polysaccharides in the forage have probably high px optima. Starch- 
splitting enzymes in plant material, require for their activity high py 
values, while low pq values in the plant promote rather a synthesis of 
starch (cp. BonnzER, 1950; LUNDEGARDH, 1950). 

During drying and during the first days after ensiling the number of 
bacteria in the forage greatly increases (KROULIK, 1955; Nisson, 1956). 
A great number of these bacteria are effective amylase producers. 
Fig. 1 shows a young clover leaf on yeast-peptone-starch-agar after two 
days. From the edge of the leaf bacteria have grown out on to the 
nutrient substrate. After treatment with iodine solution the starch was 
blue, while the light zone round the colony of bacteria indicates hydro- 
lysis of starch. Great variations occur in the bacterial flora of green 
forage during the period of vegetation (ep. Nrusson and Niusson, 1956). 
Older leaves seem not to be as uniformly covered with amylase pro- 
ducing bacteria as very young leaves. If, however, an older clover or 
lucerne leaf is placed in a nutrient substrate in an aerobic environment 
and at a temperature of 28° C, conditions similar to those during the 
first period of ensiling, the amylase-producing bacteria show a vigorous 
increase of growth during the first 24 hours. Fig. 2 shows a streak culture 
on a starch-agar plate from such an experiment after 48 hours. 

Most probably the amylase-producing bacteria growing on the leaf 
surfaces belong for the most part to the Bacillus subtilis—mesentericus 
group; fig.2 shows that even Bac. mycoides occurs. These bacteria are 
aerobes and require a px value higher than 5 for growth. The environ- 
ment seems to be very good for these bacteria during pre-drying and 
during the first time after ensiling, especially of forage with high dry 
matter content, and therefore forage with relatively high oxygen content 
and high py value during the first period of ensilement. Not until the 
oxygen in the silage is exhausted and lactic acid has been formed does the 


growth of these bacteria cease. Amylases from Bac. subtilis have their px 
7% 
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s of silage after 8 weeks. Series VI and VII 
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s. Analysi 


Table 9. The effect of the dry matter content of the forage on the fermentation proces 
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optima at 6.6—7.0 (UNDERKOFLER and HICKEY, 
1954), and the pa optimum for amyiases of a 
strain of Bac. mesentericus has been determined 
by the author to be 7.9 at 24° C. According to 


Fig. 1. Young clover leaf on yeast-peptone-starch-agar, 
treated with iodine solution after 48 hours showing the occurence 
of amylase-producing bacteria 


Fig. 2. Streak culture on yeast-peptone-starch-agar of bacteria 
from older lucerne leaf grown out in the yeast-peptone-starch in 
shaker-flask during 24 hours—treated with iodine solution after 
48 hours, showing the occurrence of amylase-producing bacteria 


Biackwoop (1953) there is a production of 
“eytases’’ by bacteria of the genus Bacillus. All 
the organisms, examined by him manifested 
some cytase activity, two strains of Bac. subtilis 
proving particularly active. Cytase activities 
were estimated by measuring loss of viscosity of 
barley gum substrate. It is possible that various 
enzymes from bacteria are responsible for a 
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substantial part of the hydrolysis of polysaccharides in the plant material 
which takes place during wilting and in the silage, especially when it has 
a high dry matter content. 

In order to obtain perfectly satisfactory silage with no or very small 
content of butyric acid, it appears to be necessary, however, to bring the 
pu value relatively quickly to 4.3 or somewhat lower, at least at a 
temperature of 28°C, this being a temperature at which most pu- 
trefying bacteria are very active. A sufficient degree of acidity can 
hardly be obtained in the ensiling of relatively dry protein-rich forage 
even if the lactic acid content is high, as the buffer capacity of the 
forage increases greatly with protein and dry matter content (cp. series I). 
The most favourable dry matter content of 30°%—40% for the ensiling 
of grass and clover-grass, according to several investigators, appears to 
be too high for the ensiling of a more proteinrich forage, as lucerne, at 
higher temperatures. By adding to moish forage of this type different 
carbohydrases, active at low pp values, for instance by the admixture of 
malt, it seems possible to hydrolyse different polysaccharides in the forage, 
so making them accessible for lactic acid bacteria, while the pq values 
can be kept low. 


Zusammenfassung 


Die Menge vergarbarer Kohlenhydrate in Klee und Luzerne ist meistens 
zu gering, um eine zureichende Milchsaéuregaérung zu gewahrleisten. Nur 
ein geringer Teil der gesamten Kohlenhydrate des Griinfutters wird zu 
Milchséure vergoren. Durch Hydrolyse kann ein Teil der nicht direkt 
vergarbaren Kohlenhydrate fiir die Milchsdéurebakterien zugéanglich 
werden. Eine solche Hydrolyse scheint bei der Griinfuttergarung vor 
sich zu gehen, besonders bei einem Material mit relativ hohem Trocken- 
substanzgehalt, wahrscheinlich weil bei den hohen py-Werten, die in 
solchem Griinfutter vorliegen, die Pflanzen- und Bakterien-Carbohydra- 
sen aktiv sind und weil die Carbohydrasen produzierenden Bakterien 
am Anfang der Garung gut wachsen. 

Zusatz von verschiedenen Zuckerarten, wie Glucose, Maltose, Sac- 
charose und auch Dextrin, begiinstigen die Milchsaéuregdrung. Ver- 
schiedene Starkearten, in fester Form fein verteilt zugesetzt, werden 
von den Pflanzen- und Bakterienamylasen nicht oder nur unbedeutend 
angegriffen und kénnen deshalb durch die Milchsadurebakterien nicht 
vergoren werden. Malzamylasen vermogen dagegen solche Starkearten 
zu hydrolysieren und sind im Griinfutter hoch aktiv. In allen Versuchen 
begiinstigt deshalb Zusatz von Malz oder Malz + Starke die Milchsaure- 
giérung in hohem Grade. Wahrscheinlich vermogen die Amylasen und die 
iibrigen Carbohydrasen des Malzes auch einen Teil der Polysaccharide 
des Pflanzenmaterials zu hydrolysieren. 
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Untersuchungen 
zur Morphologie und Physiologie der Corynebakterien * 


Von 
JOACHIM MULLER 


Mit 9 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. Februar 1957) 


Das eigenartige morphologische Verhalten des Erregers der Diphtherie 
(Corynebacterium diphtheriae), sein Wachstum in unregelmafigen, keu- 
len- oder hantelf6rmigen und in ihrer GréBe sehr unterschiedlichen 
Zellen veranlaBten LEHMANN u. NEUMANN (1896), diesen Organismus in 
eine gesonderte Gattung einzuordnen, die sie Corynebacterium nannten. 
In den nachfolgenden Jahren wurden noch verschiedene andere Organis- 
men isoliert, die ebenfalls in diese Gattung gehéren. Es handelt sich 
dabei neben einigen pathogenen Arten um harmlose Bewohner der 
Schleimhaéute von Warmbliitlern. Diese Organismengruppe stellt die 
Corynebakterien in engerem Sinne dar. 


Die Gattung wurde spater erweitert durch die Aufnahme einiger aus Milch oder 
Molkereiprodukten isolierter Arten (z. B. C. lacticum), verschiedener phytopatho- 
gener Formen (z. B. C. michiganense, C. sepedonicum) sowie der groben Gruppe 
der Bodencorynebakterien (JENSEN 1934, 1952) — z. B. C. helvolum — zu denen 
auch die Bacterium globiforme-Gruppe (Conn 1928; Conn u. Darrow 1935; Conn 
u. Dimmick 1947; Hopr 1950; Tayntor 1938; Topprye 1937, 1938) gehort. Alle 
diese Gruppen zusammen bilden die Corynebakterien in weiterem Sinne, auch 
coryneforme Bakterien genannt. Eine ausfiihrliche Darstellung hieriiber gibt Jen- 
SEN (1952). Aus der neuesten Literatur waren noch die Arbeiten von Busine, DOLL 
u. FreytTaG (1953), die aus der Harnblase von Hirudo officinalis und H. medicinalis 
2 neue Arten isolierten, von KHAMBATA u. Boat (1955), die im Darmtrakt indischer 
Regenwiirmer coryneforme Bakterien fanden, sowie von Woop (1953), der an 
marinen Fundorten Corynebakterien feststellte, zu erwahnen. 


Die Corynebakterien in weiterem Sinne stellen somit eine in mancher 
Hinsicht heterogene Zusammenfassung verschiedener Organismengrup- 
pen dar, wobei die systematische Einordnung teilweise noch umstritten 
ist. Die Gattung Corynebacterium selbst wird von der Mehrzahl der 
Autoren (BERGEY 1939; Conn u. Diwmick 1947; JENSEN 1952; LEH- 
MANN u. NEUMANN 1926; RiepEeL-BaLpEs 1942, 1952) in die Ordnung 
Actinomycetales eingeordnet, vereinzelt (BERGEY 1948) jedoch auch zu 
den Hubacteria gestellt. 
 * Ausgug aus der gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultaét der Universitat Gottingen 1956. 
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Ein Hauptcharakteristikum aller Angehérigen der Gattung Coryne- 
bacterium ist die Ausbildung haufig sehr ungleichmaBiger und unregel- 
maBiger Formen. Die morphologischen UnregelmaBigkeiten (von sehr 
kurzen, plumpen, oft kokkenartigen bis zu langgestreckten, fadenfér- 
migen, unter Umstinden verzweigten Zellen treten alle Ubergangsformen 
auf, wobei sich nicht selten unregelmaBige Anschwellungen aller dieser 
Formen finden) sind art- oder stammspezifisch, kGnnen mit den Kultur- 
bedingungen sehr stark wechseln und sind in der gleichen Kultur unter 
Umstanden so stark, da8 man am Vorliegen einer Reinkultur zweifeln 
kénnte. Es erschien deshalb von Interesse, das Verhalten von Vertretern 
aller zu den Corynebakterien gestellten Organismengruppen unter ver- 
schiedenen Kulturbedingungen vergleichend zu untersuchen. 


Methodik 


An Sammlungsstémmen standen fiir die Untersuchungen je ein Stamm von 
C. pseudodiphtheriticum (Stamm F), C. michiganense (Stamm G) und ein Coryne- 
bacterium nicht bestimmter Art (Stamm A, dem C. helvolum ahnlich) zur Verfiigung. 
Von einer Anzahl aus dem Boden selbst isolierter Corynebakterien wurden 2 Stimme 
(5/2 und 6) in die Versuche mit einbezogen. Stamm 6 gehért zur Bacteriwm globi- 
forme-Gruppe. 

Als morphologische ,,Normalform** wurde bei allen Staémmen das Wachstum 
auf Glucose-Bouillon-Agar festgelegt, mit dem die Wuchsform der Zellen unter 
veranderten Kulturbedingungen verglichen wurde. 

Der pxo-Wert aller Naihrb6den wurde vor der Sterilisation so eingestellt, daB die 
Wasserstoffionenkonzentration nach dem Sterilisieren py 7,2 betrug. Sterilisation 
nach der Momentautoklavierung von JANKE (1946). 

Die Versuche wurden in Reagensréhrchen in 3 Parallelen mit jeweils einer Kon- 
trolle auf Glucose-Bouillon-Agar durchgefiihrt. Als Impfmaterial diente jeweils eine 
4 Tage alte ,,Normal*-Kultur des betreffenden Stammes. Bebriitungstemperatur 
PUL MCE 

Die Beobachtung der Zellen erfolgte 8 Std, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21 und 28 Tage 
nach der Beimpfung im Lebendpriparat. Zur Verhinderung der Brownschen Mole- 
kularbewegung wurden die Zellen in einer 0,25°, igen Lésung von Carboxymethyl- 
cellulose aufgeschwemmt (Sacks 1954). 

Bei der Beschreibung der Ergebnisse werden Unterschiede in der Linge der 
einzelnen Zellen als UngleichmaBigkeit, Deformierungen aller Art, wie An-. 
schwellungen oder Auftreibungen an irgendeiner Stelle des Bakterienkérpers, als 
UnregelmaBigkeit bezeichnet. 


Wuchsform und Entwicklung der Stimme auf Glucose-Bouillon-Agar 
1. Wuchsform 
Stamm 4: Die anfangs in ihrer Lange unterschiedlichen, oft geboge- 
nen, haufig an einem oder beiden Enden keulig angeschwollenen und in 
der charakteristischen Winkelform gelagerten Stibchen sind nach 24 Std 
Kulturdauer wesentlich kiirzer und zumeist nach einem Ende zu oder 
auch in der Mitte verdickt. Ihre Lange nimmt weiterhin noch etwas ab. 
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Die Anschwellungen werden etwas geringer. In alteren Kulturen (14 Tage 
und mehr) treten vereinzelt gréBere, unregelmifige, an einem oder beiden 
Enden oder in der Mitte angeschwollene Zellen vom zehn- bis zwanzig- 
fachen Volumen der normalen Stiabchen auf. 

Stamm 4/2: Die Erscheinungen sind im Prinzip die gleichen wie bei 
Stamm 4A, die Zellen jedoch insgesamt etwas linger, wahrend der ersten 
Kulturtage ungleichmaBiger und haufig etwas gebogen. 

Stamm 6 ist ein Vertreter der Bacterium globiforme-Gruppe. Die 
Kultur besteht 8 Std nach der Beimpfung aus ungleichmaBigen, mehr 
oder weniger gebogenen, unregelmiBig breiten und haufig unregelmabig 
angeschwollenen Stabchen. Diese Zellen zerfallen innerhalb von 48 Std 
in kokkenartige Formen, von denen nur wenige etwas linger als breit 
sind. 24 Std nach der Beimpfung ist dieser Zerfall etwa zur Halfte voll- 
zogen, und die noch vorhandenen Stabchen sind kiirzer und regelmaBiger 
als in einer 8 Std alten Kultur. 

Stamm F: Die ovalen oder eiférmigen Zellen nehmen wahrend der 
ersten 3 Kulturtage in der Lange ab. Etwa ein Drittel der Zellen ist 
gréBer und erwies sich bei Zellwandfarbung nach Wess (1954) als 
Doppelzellen. Vom 7. Kulturtag ab treten zunachst vereinzelt, dann 
haufiger, vergroBerte, oft gebogene, unregelmaig angeschwollene For- 
men auf, die bei Zellwandfarbung ein bis mehrere Quersepten zeigen. 

Stamm G: Die Stabchen sind 8 Std nach der Beimpfung unterschied- 
lich lang, haufig gebogen und werden nach den Enden zu etwas schmaler. 
Sie nehmen bis zum 3. Kulturtag in der Lange ab, und die Langenunter- 
schiede werden geringer. In alteren Kulturen treten ebenfalls vereinzelt 
erdBere, unregelmaBige Formen auf. 


2. Entwicklung 


Kurta (1898) beschrieb als erster bei C. diphtheriae einen Vorgang wahrend der 
Teilung, der. von GraHAM-SmirH (1910) bei dem gleichen Organismus und ver- 
schiedenen Diphtheroiden ebenfalls beobachtet wurde und nach Orskov (1938) und 
JENSEN (1952) fiir alle Corynebakterien charakteristisch ist. Er wurde von HILu 
(zit. bei GRaHAM-SmirH 1910) ,,schnappendes Wachstum“ (snapping growth) ge- 
nannt und besteht darin, daB die Zellen bei der Teilung winkelf6rmig einschnappen, 
wodurch die charakteristische Lagerung in V-, L-, Y- oder T-Form entsteht. 

Nach Bisset (1949, 1950) — vgl. auch Kurra (1898) — sind die Corynebakterien 
in engerem Sinne mehrzellig. Jedes Stabchen besteht aus einer wechselnden Anzahl 
reihenférmig angeordneter Zellen. Diese mehrzelligen Stabchen kénnen sich nach 
2 Methoden vermehren. Die erste Méglichkeit besteht darin, da die mittleren 
Zellen (der mehrzelligen Stébchen) sich lebhaft zu teilen beginnen, wodurch das 
Stabchen in die Linge wachst. Danach erfolgt Zweiteilung. Jedes der beiden 
Tochterstabchen ist von Anfang an wieder mehrzellig und wachst in der gleichen 
Weise weiter. Dieser Vorgang entspricht auBerlich der einfachen Zweiteilung ein- 
zelliger Stibchen und ist von dieser — wie Bisser selbst sagt — nicht leicht zu 
unterscheiden. Der zweite Teilungsmechanismus besteht darin, daf} das mehrzellige 
Stabchen in multipler Teilung in seine Einzelzellen zerfallt. Jede Kinzelzelle bildet 
dann wieder ein mehrzelliges Stabchen. 

Q* 


108 J. MULLER: 


Die zweite Bissetsche Anschauung ist einem Vermehrungsmechanismus sehr 
ahnlich, den Grou (1938) bei C. diphtheriae, C. pseudodiphtheriticum und C. xerosis 
beschreibt. Danach zieht sich die entwicklungsfahige Substanz der Stabchen in 
bestimmten Bezirken (1 bis viele) zusammen, die durch Querwandbildung vom 
iibrigen Bakterienkérper abgetrennt werden. Diese sich entwickelnden Abschnitte 
nennt er Glieder. Die zwischen ihnen liegenden Bezirke bleiben unverandert. Die 
Zellwand des Stibchens platzt schlieBlich auf, die Glieder werden frei, und jedes 
Glied wachst zu einem neuen Stiabchen aus. 


Auf Grund dieser verschiedenen Ansichten war es von Interesse, den 
Teilungsmechanismus der Stémme zu untersuchen, der ja auch die Mor- 
phologie eines Bakteriums wesentlich mitbestimmt. 


Abb, 1a—e. Stamm 4/2, Entwicklung auf Glucose-Bouillon-Agar, 2, 4 und 5 Std und Uberimpfung 
1000fach vergr. 


Die Versuche wurden in Deckglaskulturen auf Agar durchgefiihrt. Sie wurden 
bei 27° C bebriitet und je nach Schnelligkeit des Wachstums !/,- bis 1stiindlich 
beobachtet. 

Die Entwicklung von Stamm 45/2 zeigt Abb. 1a—c. Nach einer etwa 
2stiindigen Latenzzeit wachsen die Zellen bis zum Doppelten bis Drei- 
fachen ihrer urspriinglichen Lange aus, wobei es schon zu einer leichten 
Krimmung kommen kann. Nach Ausbildung einer Trennungswand in 
der Mitte der Zellen oder mehr nach einem Ende hin knicken die beiden 
Teilstiicke winkelformig ein. Jede Tochterzelle entwickelt sich in gleicher 
Weise weiter. Bei Zellwandfairbung nach Wess (1954) erwiesen sich die 
Stabchen als einzellig. 

Die Entwicklung von Stamm A verliuft in gleicher Weise. 

Bei Stamm 6 (Abb. 2) wachsen die von einer 4tigigen Normalkultur 
tiberimpften kokkenartigen Formen nach 1!/,—2 Std zu sehr ungleich- 
mafigen und unregelmafigen St&ébchen aus. Nach Erreichen einer be- 
stimmten Linge, die aber sehr unterschiedlich sein kann, erfolgt Zwei- 
teilung mit winkelf6rmigem Einknicken, wobei die Teilstiicke hinsicht- 
lich ihrer Linge im allgemeinen jedoch wesentlich ungleichmafiger als 
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bei den Staémmen 5/2 und A sind. Daneben wurde bei langeren Stabchen 
auch gleichzeitiger Zerfall in mehr als 2 Teilstiicke beobachtet. Etwa 
15—20 Std nach der Beimpfung treten die ersten kokkenartigen Formen 
auf. Nach 36—48 stiindiger Entwicklung ist der Zerfall der Stabchen be- 
endet. Verzweigungen wurden nie beobachtet. Trotzdem erinnert der 
ganze Vorgang sehr an die Verhiltnisse bei den Proactinomyceten, zu 
denen Stémme dieser Art unzweifelhaft Ubergangsformen darstellen. 
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Abb. 2. Stamm 6, Entwicklung auf Glucose-Bouillon-Agar 


Die normalen, einzelligen Stabchen von Stamm F zeigen nach Zell- 
streckung typische Zweiteilung mit Abwinklung. Das Einknicken in die 
Winkelform erfolgt haufig erst einige Zeit, nachdem eine Trennungswand 
in den Zellen schon zu erkennen ist, was das Vorhandensein der Doppel- 
stabchen (vgl. 8.107) in den Kulturen erklart. Der Stamm kann infolge- 
dessen nicht als mehrzellig im Sinne von Bisset (s. 0.) — abgesehen von 
den in alteren Kulturen auftretenden groéferen Formen — bezeichnet 
werden. 

Die in alteren Kulturen auftretenden, mehr oder weniger vergroRerten, 
quergebanderten Zellen, die bei Zellwandféarbung eine bis mehrere Quer- 
septen zeigen, teilen sich nach 2 Méglichkeiten. Es kann einmal einfache 
Zweiteilung der groBen Zelle erfolgen, wobei jedes Teilstiick oder eines 
mehrzellig ist und beide in ihrer GroBe sehr unterschiedlich sein konnen. 
Der andere Teilungsweg ist gleichzeitig Zerfall des mehrzelligen Stab- 
chens in seine Einzelzellen. Dieser Vorgang ist der von GROH (s. 0.) be- 
schriebenen Teilungsart durch Bildung der sogenannten Glieder sehr 
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ahnlich. Die Einzelzellen wuchsen jedoch nicht wieder zu mehrzelligen 
Stabchen aus, sondern ihre weitere Vermehrung erfolgte durch einfache 
Zweiteilung (Abb. 3a u. b). 

Stamm G@ vermehrt sich durch einfache Zweiteilung mit Abwinkelung. 
Mehrzellige Formen wurden niemals_ be- 
obachtet. 
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Abb. 3au.b. Stamm F, Zerfall eines mehrzelligen Stiibchens in Einzelzellen (3a 1250fach vergr.) 


Morphologisches Verhalten unter verschiedenen Kulturbedingungen 


Der Standardnahrboden ey cepa a ae wurde folgendermaBen ab- 
gewandelt: 1. Nahrlésung (Glucose-Bouillon). 2.Anderung der zusitzlichen 
C- Quelle (Glucose) in qualitativer und quantitativer Hinsicht. — 3. Anderung der 
N-Quelle in qualitativer und quantitativer Hinsicht. — 4. Verwendung synthe- 
tischer Nahrmedien. — 5. Verwendung heterocyclischer Verbindungen als einzige 
C- und N- Quelle. — 6. Anderung der Wasserstoffionenkonzentration. — 7. Zusatz ver- 

schiedener Neutralsalze (Alkali- und Erdalkali- 


y : 4 ao t, salze) in steigender molarer Konzentration. 
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ay Be pa Stamm A und 5/2 unregelmaBiger und 
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eck a der Kulturdauer traten erst vereinzelt, 
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Abb. 4. Stamm G, Glucose-Bouillon, Kam es zur Ausbildung groBer Kugeln und 
8 Tage, Carbol-Fuchsin, 1250fach verer. 74m Teil sehr stark vergroBerter, sehr un- 
regelmaBiger Stabchen mit keuligen An- 
schwellungen. Stamm F' zeigte keine wesentlichen Unterschiede gegen- 
iiber der Normalkultur. Stamm G bildete langere, verzweigte, haufig ge- 
kriimmte und abgewinkelte, an Proactinomyceten erinnernde Formen 
(Abb. 4), wie sie von OrrH (1937) auf Bierwiirzeagar beobachtet wurden. 
Im Laufe der Kulturdauer schwollen die Enden haufig keulenférmig an. 

Bei qualitativer Anderung der zusiitzlichen C- Quelle (Ersatz 
der Glucose durch 1% Saccharose, Lactose, Glycerin oder Mannit) 
wuchsen die Stémme A und 4/2 auf Saccharose etwas unregelmaBiger 
und ungleichmaBiger, waihrend sie auf Lactose, Glycerin und Mannit 
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unbeeinfluBt blieben. Bei Stamm 6 war auf Saccharose und Lactose der 
Zerfall in die kokkenartigen Formen verzégert, auf Mannit trat auSer- 
dem starkere unregelmaBige Anschwellung der Zellen hinzu. Stamm F 
wuchs auf Saccharose, Lactose und Glycerin normal, auf Mannit anfangs 
auch. Spater traten jedoch mehr oder weniger vergroBerte, mehrzellige, 
unregelmafig angeschwollene Formen auf. Stamm @ bildete auf Saccha- 
rose und Mannit die gleichen Formen wie in Glucose-Bouillon, auf Lac- 
tose ebenfalls, jedoch ohne Verzweigungen, wahrend die Zellen auf 
Glycerin unverandert blieben. 


Abb. 5a u.b. Stamm 45/2, Glycerin-Bouillon-Agar 20%, 3 u. 14 Tage, Carbol-Fuchsin, 1250 fach vergr. 


Quantitative Anderung der zusitzlichen C- Quelle (Zusatz von 
2, 5, 10, 20 und 30% Glucose, Saccharose und Glycerin, sowie 25% 
Mannit) fiihrte bei den héheren Konzentrationen immer zu starken 
morphologischen Veranderungen der Zellen. Stamm A und 45/2 bildeten 
zum Teil erheblich vergréBerte, gebogene, sehr unregelmaBige, spater 
langkeulig angeschwollene Formen (Abb. 5a u. b). Bei den niedrigen und 
mittleren Konzentrationen wurden die Erscheinungen wahrend der wei- 
teren Kulturdauer teilweise wieder zuriickgebildet, waihrend sie bei den 
hdheren Konzentrationen nach Erreichen des Maximums unverandert 
bestehen blieben. Diese Beobachtung wurde auch bei den anderen Stam- 
men gemacht. Stamm 6 zeigte eine mit steigender Konzentration starkere 
Verzogerung des Zerfalls in die kokkenartigen Formen. Auf den héchsten 
Konzentrationen waren auch am Ende der Beobachtungszeit noch zahl- 
reiche Stabchen vorhanden, daneben sehr unregelmaBige und ungleich- 
miaBige, vergroBerte, angeschwollene und zum Teil auch verzweigte For- 
men. Stamm F bildete mit steigender Konzentration der Kohlenstoff- 
quelle zunehmend gréBere, unregelmaBig angeschwollene, mehrzellige 
Formen, wihrend Stamm G die gleichen Erscheinungen wie in Glucose- 
Bouillon zeigte. Saccharose wirkte in den niedrigeren Konzentrationen 
starker verandernd als Glucose, waihrend dies in den héheren Konzen- 


trationen umgekehrt war. 
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Der EinfluB steigender Saccharose- und Glycerinkonzentra- 
tionen auf die Form der Zellen wurde auch in Fliissigkeitskultur 
(Bouillon) untersucht. Dabei zeigte sich bei allen Stimmen, dai die 
morphologischen Veranderungen stirker waren als auf dem entsprechen- 
den festen Nahrboden. Sie traten schon bei geringeren Konzentrationen 
und zu einem friiheren Zeitpunkt des Wachstums auf. 

Qualitative Anderung der Stickstoffquelle (Ersatz des Pep- 
tons durch 0,5°%, Harnstoff) fiihrte bei den Staémmen A und 4/2 von 
Anfang an zu starker ungleichmaBigen, unregelmabig angeschwollenen, 
gebogenen und vergrokerten Zellen. Bei Stamm 6 war der Zerfall in die 
kokkenartigen Formen vollstaéndig unterdriickt, auBerdem entstanden 
unregelmaBigere, keulig angeschwollene, gebogene neben kiirzeren, 
dicken, eiformigen Zellen, wihrend die Stémme F und G unverandert 
blieben. 

Durch quantitative Anderung der N- Quelle (Pepton 1, 2, 5, 10 
und 20%, Mannit 1 und 1,5°%,) wurden wie bei héheren Kohlenstoffkon- 
zentrationen starke morphologische Veranderungen erzielt. Die Erschei- 
nungen waren auch im wesentlichen die gleichen. Stamm @ bildete jedoch 
auf Harnstoff hoherer Konzentration keine Verzweigungen, sondern nur 
laingere, gebogene, fadenférmige Zellen aus. Das Wachstum von Stamm / 
wurde durch hohen Peptonzusatz gefordert. Es war auf 20°, etwa dop- 
pelt bis dreifach so stark wie auf dem Standardnahrboden. 

BUCHNER (zit. bei MAAssEeN 1904) fand, daB bei groBem Verhaltnis 
des Kohlenstoffs zum Stickstoff im Nahrboden bei Bac. anthracis und 
Bac. subtilis besonders leicht Anderungen der normalen Zellform auf- 
traten. Um zu priifen, inwieweit es sich bei den durch héhere Konzen- 
trationen der Kohlenstoffquellen hervorgerufenen morphologischen Ver- 
ainderungen um spezielle Wirkungen derselben oder um eine Folge des 
groBen C/N-Verhaltnisses handelt, wurde deshalb bei 10- und 20° igem 
Glycerin-Bouillon-Agar der Peptongehalt auf 1° und 1,5° erhéht, bei 
10% igem Glycerin-Bouillon-Agar auBerdem auf 0,25°%, und 0,125% 
herabgesetzt (Peptongehalt des Standardnaihrbodens 0,5°%). Es konnte 
jedoch bei allen Stémmen keine eindeutige Beeinflussung ihrer Wuchs- 
form durch eine Verschiebung des C/N-Verhailtnisses beobachtet werden. 
Das mikroskopische Bild entsprach im wesentlichen demjenigen auf dem 
betreffenden Nahrboden mit normalem Peptongehalt. 

Auf synthetischen Naihrmedien (als Grundgeriist diente der 
synthetische Nahragar nach A. Mryver (JANKE 1946), dem in den mei- 
sten Fallen 1°, Glucose als C-Quelle und wechselnde N-Quellen — 
KNO;, NH,Cl, NH,NOs, Alanin, Asparagin und Harnstoff — zugesetzt 
wurden) konnten morphologische Verinderungen nur bei Verwendung 
von Harnstoff als N- Quelle (0,5°%) oder bei Ersatz der Glucose durch 
Saccharose (N-Quelle NH,Cl) beobachtet werden. Sie entsprachen in 
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ihrer Art den durch die gleichen Stoffe in natiirlichen Nahrmedien hervor- 
gerufenen Erscheinungen, waren jedoch stirker ausgepriigt. Diese auch 
von BorreErR (1921) und Voss (1952) beobachtete Erscheinung der 
groBeren Empfindlichkeit der Zellen morphologisch verdindernd wirken- 
den Stoffen gegeniiber in synthetischen Naihrmedien ist wohl auf die all- 
gemeine Vitalitadtshemmung, die auch durch die verminderte Wachstums- 
stairke zum Ausdruck kommt, zuriickzufiihren. 


Heterocyclische C-N-Verbindungen 


Lara (zit. bei JENSEN 1952) fand Stiimme von Bodencorynebakterien befahigt, 
heterocyclische Verbindungen (Thymin, Uracil) als einzige C- und N- Quelle zu ver- 
werten. SauRos (1954) beschreibt ein nicotinophiles Bakterium, Arthrobacter oxydans 
(in der Gattung Arthrobacter fassen Conn u. Drmmick (1947) — vgl. Einleitung — 
die Bodencorynebakterien zusammen). Von Proactinomyceten ist die Verwertbar- 
keit heterocyclischer Verbindungen ebenfalls bekannt (v. HorvarH 1944). v. PLorHo 
(1950) beschreibt Arten, die Nicotin, Piperidin und Pyridin oder auch Anilin (wo C 
und N allerdings nicht in heterocyclischer Bindung vorliegen) verwerten kénnen. 
Verschiedene der von vy. PLorHo isolierten Stémme sind den Bodencorynebakterien 
sehr ahnlich und systematisch vielleicht mehr zu diesen als zu den Proactinomyceten 
zu stellen. Die Grenzen zwischen diesen beiden Gruppen sind jedoch flieBend. Von 
Vertretern der Gattung Corynebacterium in engerem Sinne sind beziiglich der Ver- 
wertbarkeit heterocyclischer Verbindungen keine Angaben in der Literatur zu finden. 


Die Stémme wurden deshalb auf die Verwertbarkeit von Thymin, 
Uracil, Nicotin und Anilin als einzigen C- und N-Quellen und ihrem 
morphologischen Verhalten dabei untersucht. Zum Vergleich dienten je 
ein Stamm von Proactinomyces ruber und Pr. citreus mit Thymin und 
Nicotin. Die Verbindungen wurden zu 0,2°%, dem synthetischen Nahragar 
nach A. Méyer ohne C- und N- Quelle zugesetzt. Die Bodencorynebak- 
terien Stamm A, 5/2 und 6 konnten Thymin, Uracil und Nicotin, 
Stamm G Thymin und Uracil, als einzige C- und N- Quelle verwerten, im 
ganzen jeweils etwas weniger gut als die zum Vergleich gepriiften Pro- 
actinomyceten. Stamm F (C. pseudodiphtheriticum) wuchs auf keiner 
der Verbindungen an. Auf Anilin zeigten alle Stamme kein Wachstum. 
Eine morphologische Beeinflussung zeigte nur Stamm 6, dessen Zerfall 
in die kokkenartigen Formen auf Thymin, Uracil und Nicotin ver- 
zogert war. Auf Uracil und Nicotin zeigte sich auSerdem noch eine 
stirkere UnregelmaBigkeit der Zellen mit bauchigen und keuligen An- 
schwellungen. 

Wirkung von Salzen 

Uber morphologische Veranderungen durch iiberoptimalen Zusatz von Salzen 
liegen bei anderen Bakterien zahlreiche Untersuchungen vor (MAAssEN 1904; Ricu- 
TER 1934; Hernzet 1950; Voss 1952, um nur einige zu nennen). Unter den von 
Maassen und von Voss untersuchten. Organismen befanden sich auch Coryne- 
bakterien. Voss stellte fest, daB bei dem von ihm untersuchten Stamm unter 
SalzeinfluB die charakteristischen Keulen- und Hantelformen auftraten, die in der 
- Normalkultur nicht vorhanden waren. 
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Das morphologische Verhalten der Stéimme unter der Wirkung folgen- 
der Verbindungen wurde untersucht: LiCl, NaCl, KCI, RbCl, CsCl, NH, Cl, 
MgCl,, CaCl,, Lig8O, und Cs,SO,. Die Salze wurden in steigenden molaren 
Konzentrationen dem Standardnahrboden nach der Methode von 
KatTERMANN (1930) zugesetzt. Die Staffelung der Konzentrationen 
betrug i.a. 0,1 mol., bei niedrigliegenden Wachstumsgrenzen entspre- 
chend weniger. Die Wachstumsgrenzen der einzelnen Staémme auf den 
verschiedenen Salzen sind in Tabelle 1 in molaren Werten zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 1. Wirkung von Salzen 
Grenzwerte in Mol 


Salz Au | 2 -@@ pei teeth Pies nye 
LiCl er. eas eeu a ptat 1,0 _ 0,3 0,5 
NaGli Omaha teeeoamt shies 1,6 = 1,3 14 
Ce See ee 1,6 1,6 io sdinueuntrune_sltnerd elt 1,3 
fen Oe eee Ne. ae ee tile ul bhOl oll cme of eel oe 0,32 
CeCe cates ee hare ofa GS 0,09 0,09 a4) ot a 4, 0,21 
NH GE eae ee he. 127 a et 1G 1,5 1,2 1,1 
MeOLAy st teittenl dal tego 1,0 0,8 0,4 0,7 
Cab dre nurcrtianarye'sel sphere tig. 88 0,54 | 0,52 | 0,44 0,5 
TA SOU ede fn ak eT 0,65 se 0,25 | 0,35 
CaS Omen nt ae ieee 0,03 0,038 | — 0,02 > 1 0,07 


Allgemein konnte in allen Salzversuchsreihen, wie auch schon in den 
vorhergehenden Versuchen, bei simtlichen Stémmen festgestellt werden, 
daB die mit steigendem Salzgehalt zaunehmenden morphologischen Ver- 
anderungen innerhalb der einzelnen Konzentrationen wahrend des 
Wachstumsverlaufs unterschiedlich sind. Ihre Starke nimmt eine be- 
stimmte Zeit zu. Danach erfolgt eine mehr oder weniger starke Riick- 
bildung auf die normale Zellform hin, deren Grad je nach dem Salzgehalt 
verschieden ist. In niedrigen Konzentrationen sind die Zellen sehr oft 
nach wenigen Kulturtagen, in mittleren etwas spater, wieder normal. 
Bei h6herem Salzgehalt bleiben die Verainderungen bis zu einem gewissen 
Grad erhalten, wihrend sie in den héchsten Konzentrationen unmittelbar 
unterhalb der Wachstumsgrenze zumeist in ihrer maximalen Stirke lange 
Zeit bestehen bleiben. Im einzelnen verhielten sich die Staémme auf den 
verschiedenen Salzen folgendermafen : 

Zusatz von LiC] fithrte bei allen Staémmen, zumindest in den héheren Konzen- 
trationen, zu Beginn der Entwicklung zu stark vergroBerten Formen, die waihrend 


des weiteren Wachstumsverlaufs bei geringem oder mittlerem LiCl-Gehalt in kurze, 
oft fast kokkenartige Zellen zerfielen. 


Durch NaCl wurden alle Stémme in bedeutend geringerem MaBe als durch 


LiCl beeinfluBt. Die Stimme A und 4/2 zeigten eine ganz geringe Tendenz zur 
Kettenbildung und eine mit der Konzentration zunehmende Unregelmafigkeit 
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und Ungleichmafigkeit der Zellen. Stamm F bildete in geringem MaBe mehrzellige, 
vergroBerte Formen aus, waihrend bei Stamm G die schon aus anderen Versuchs- 
reihen bekannten verzweigten, an Proactinomyceten erinnernden Formen_ bei 
hoherem Salzgehalt vereinzelt auftraten. 

Bei Zusatz von KCl waren die Erscheinungen bei allen Stimmen die gleichen 
wie auf NaCl, der Grad der Beeinflussung jedoch etwas geringer, was auch durch 
die héheren Wachstumsgrenzen (vgl. Tab.1) zum Ausdruck kommt. 

Auf RbCl entsprachen die morphologischen Veranderungen in ihrer Starke 
denjenigen auf LiCl. Es traten bei allen Stimmen vergréferte, sehr unregelmaBige, 
bauchig oder keulenartig, bei Stamm F mehrzellige und bei Stamm G@ verzweigte 
Formen auf. 

Die morphologische Beeinflussung durch CsCl war bei allen Stimmen auch in 
niedrigen Konzentrationen relativ groB. Die Wachstumsgrenzen liegen viel tiefer 
als bei den bisher besprochenen Verbindungen. 

Eine Ausnahme bildet nur Stamm G, der noch — j@ 7 

bei relativ hohem CsCl-Gehalt gutes Wachstum ext , 

zeigte (vgl. Tab.1). Die Erscheinungen sind bei | iz 2 ae 
den Stiimmen 4, 5/2 und F in der Art die glei- af, 

chen wie auf RbCl. Stamm G reagierte — wie et 
auch spater auf Cs,SO, beobachtet wurde — 
wesentlich anders als in den iibrigen Versuchs- 
reihen. Es entstanden stark vergréBerte, in 
ihrer Lange sehr unterschiedliche, fast immer a : : 
gekrimmte und zumindest an einem Ende app, 6. stamm 5/2, CaCl, 0,54 Mol, 
keulenférmig angeschwollene Formen. Ver- 21 Tage, 1250fach vergr. 
zweigungen wurden nie beobachtet. 

Das morphologische Verhalten der Stamme auf NH,C1 entsprach im wesent- 
lichen demjenigen auf NaCl und KCl. Die Tendenz zur Kettenbildung trat noch 
etwas stirker hervor. Auf den niedrigsten Konzentrationen waren die Zellen durch- 
schnittlich etwas kiirzer als in der Kontrolle gleicher Bebriitungszeit, was, bei dem 
im Vergleich zur Normalkultur etwas besseren Wachstum, auf eine leichte Entwick- 
lungsbeschleunigung durch diese Konzentrationen schlieBen lat. Stamm 6 bildete 
auf den héheren Konzentrationen zahlreiche mehr oder weniger vergroBerte, ge- 
bogene, unregelmaBig angeschwollene Formen. 

MgCl, wirkte im allgemeinen wenig verandernd auf die Zellform. Auf den héheren 
Konzentrationen traten vereinzelt zum Teil sehr stark veranderte, oft bumerang- 
artige Formen auf (Stamm A, 5/2 und 6), wahrend Stamm G anfangs alle Ubergangs- 
stadien vom normalen Stabchen nach den verzweigten Formen hin zeigte, die jedoch 
auch auf den héheren Konzentrationen weitestgehend wieder zuriickgebildet wurden. 

Zusatz von CaCl, fiihrte bei den Stémmen A und 4/2 sowie neben einer mehr 
oder weniger starken Verzégerung des Zerfalls in die kokkenartigen Formen auch 
bei Stamm 6 mit steigender Konzentration zur Ausbildung zum Teil stark ver- 
groBerter, sehr unregelmaBiger, gebogener, bauchig oder keulenartig angeschwollener 
teilweise verzweigter Formen (Abb. 6). Auf den héchsten Konzentrationen unter- 
halb der Wachstumsgrenze blieben die Erscheinungen sehr lange bestehen. 

Die Veranderungen unter dem HinfluB von Li,SO, entsprachen in ihrer Art 
denjenigen auf LiCl, waren aber noch etwas starker ausgebildet und blieben wesent- 
lich langer erhalten. 

Die Erscheinungen auf Cs, SO, stimmten mit denen auf CsCl iiberein, waren 
jedoch ebenfalls starker ausgepriagt. Die Wachstumsgrenzen lagen dementsprechend 
niedriger (vgl. Tab. 1). Wieder ist die relativ geringe Empfindlichkeit des Stammes G 
auffallig, der groBe Mengen von Volutin bildete. 


oS 
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AbschlieBend kann zu den Salzversuchen gesagt werden, daB die in der 
Natur am hiufigsten vertretenen Ionen, an die die Zellen am besten an- 
gepaBt sind, am besten vertragen werden. Sie fiihrten selbst in hohen 
Konzentrationen nur zu geringfiigigen Zelldeformierungen. Fir die 
Kationen kann hinsichtlich ihrer verandernden Wirkung auf die Zellform 
bei gleichem Anion (Cl) folgende Reihe aufgestellt werden: 


K < NH, pone Mela Cee Ss 


zunehmende morphologische Beeinflussung 


Infolge der geringen Zahl der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 
Salze ist eine Auswertung dieser Reihe schwierig. Mit dem Entquellungs- 
vermégen der Salze soll die Wachstumsintensitat der Einzelzelle ab- 
nehmen, was zu einer Verkiirzung der urspriinglichen Zellform fihrt, 
wahrend quellend (oder weniger entquellend) wirkende Ionen eine Ver- 
groBerung der Zellen hervorrufen (Kano, zit. bei HernzeL 1950; Voss 
1952). Von den stirker entquellend wirkenden Erdalkalien wurden nur 
Mg und Ca untersucht. Ca durchbricht die obige Regel durch die Aus- 
bildung teilweise sehr stark vergréBerter Formen, und Li und besonders 
Cs brechen ebenfalls infolge ihrer starken toxischen Wirkung aus der 
Reihe aus. Fiir die Entstehung abgewandelter Wuchsformen durch Salz- 
wirkung wird allgemein in der Hauptsache eine Beeinflussung des Tei- 
lungsmechanismus verantwortlich gemacht. Dies tritt auch in den vor- 
liegenden Versuchsreihen deutlich hervor und soll spater noch naher be- 
sprochen werden. 

Im Verlauf des Wachstums einer Bakterienkultur kommt es zu Ande- 
rungen der Wasserstoffionenkonzentration des Nahrmediums. Infolge- 
dessen sollte festgestellt werden, ob allein durch Anderung des py-Wertes 
des Standardnahrbodens die Zellen morphologisch beeinfluBt werden. 
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde daher durch Puffergemische 
auf folgende Werte eingestellt: 4,5; 7,2; 9,0. Eine morphologische Beein- 
flussung konnte bei allen Stiémmen in keinem Fall festgestellt werden. 


Bemerkungen zur weiteren Entwicklungsfihigkeit 
morphologisch veriinderter Zellen 


Hetnzer (1950) beobachtete, daB aus mit dem Mikromanipulator isolierten 
Fadenformen von Bact. prodigiosum, die durch Salzzusatz zum Nahrboden hervor- 
gerufen wurden, nach Riickiibertragung auf den normalen Nahrboden wieder 
normale Kurzstébchen entstanden. Von extrem veranderten Wuchsformen wird 
allgemein behauptet, da sie nicht mehr vermehrungsfahig seien. Kurru (1898) 
spricht den keuligen Anschwellungen bei C. diphtheriae keine Teilungsfaihigkeit 


mehr zu. 

Im Rahmen der vorstehend beschriebenen Versuche wurden durch 
verschiedenste Einwirkungen in ihrer Wuchsform verinderte Zellen aller 
Stémme auf ihre weitere Entwicklungsfihigkeit nach Riickimpfung auf 
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den Standardnahrboden in Deckglaskulturen auf Agar untersucht. Dabei 
konnte in vielen Fallen die Riickbildung abgewandelter Formen zu nor- 
malen Zellen beobachtet werden, solange die Vera’nderungen einen be- 
stimmten Grad nicht iiberschritten. Die Tatsache, daB bei extrem ver- 
anderten Wuchsformen eine Weiterentwicklung nicht beobachtet werden 
konnte, schlie&t die Méglichkeit einer solchen nicht aus. Einmal ist die 
Zahl der Beobachtungen, die sich im Rahmen dieser Arbeit durchfiihren 
lieBen, gering, zum anderen war die Beobachtungszeit (7 Tage) relativ 
kurz. In Normalkulturen wurde haufig festgestellt, da& manche Zellen 
nach der Beimpfung bis zu 24 Std unverandert liegen blieben und sich 
dann plotzlich in normalem Rhythmus zu teilen begannen (vgl. auch 
KELuy u. Raun, zit. bei HINSHELWooD 1947, S. 224). Bei extrem ver- 
anderten Wuchsformen und sehr geringer Wachstumsstirke muB natiir- 
lich mit einer sehr langsamen Teilungsgeschwindigkeit gerechnet werden. 

Unter Beriicksichtigung dieser Vorbehalte sprechen die Ergebnisse 
jedoch fiir die allgemeine Anschauung, daB extrem veranderte Wuchs- 
formen nicht mehr, oder zumindest nur noch zu einem geringen Prozent- 
satz zur Weiterentwicklung fahig sind. 


Besprechung der Ergebnisse 


Auf dem Standardnahrboden nimmt die Linge der Zellen wahrend der 
ersten Kulturtage, zuerst starker, dann langsamer, bis zu einem Wert ab, 
der bei den hier untersuchten Stémmen etwa am 3. Kulturtag erreicht 
und wahrend des weiteren Wachstums nicht mehr wesentlich verandert 
wurde. Das gleiche wurde bei anderen Bakterien beobachtet (Voss 1952; 
Raper 1955). Die Zellform kann sich ebenfalls waihrend des Wachs- 
tums verandern, insofern als die Zellen zu Beginn der Entwicklung haufig 
etwas unregelmaBiger sind. Anderungen sowohl der ZellgréBe als auch 
ihrer Form in starkerem MaBe koénnen dann auftreten, wenn — wie bei 
Stamm 6 — ein Ubergang von Stabchen zu kokkenartigen Formen er- 
folgt. Weiterhin findet man in alteren Kulturen mehr oder weniger gegen- 
iiber der Hauptmenge der Zellen abgewandelte Formen. Durch Anderun- 
gen der Kulturbedingungen der verschiedensten Art kann dieser in der 
,Normal‘‘-Kultur ablaufende, fiir jeden Stamm spezifische morpholo- 
gische Cyclus mehr oder weniger stark abgewandelt werden. Die dabei 
auftretenden Erscheinungen lassen sich in 2 Gruppen einteilen: 1. der in 
der Normalkultur ablaufende morphologische Cyclus ist lediglich zeitlich 
verschoben, es treten keine Formen auf, die nicht auch zu irgendeinem 
Zeitpunkt in der Normalkultur vorkommen; 2. Zellgréfe und Zellform 
sind im Vergleich zu dem in der Normalkultur ablaufenden morpholo- 
gischen Cyclus verandert. 

Nur in letzterem Fall liegen wirkliche morphologische Veranderungen 
vor. Beide Erscheinungen treten haufig gemeinsam auf, wobei die erste 
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von der zweiten vollstindig iiberdeckt werden kann, so daf sie nicht 
mehr wahrnehmbar ist. 

Die zeitliche Verschiebung des normalen morphologischen Cyclus kann 
nach beiden Seiten erfolgen. In den meisten Fallen erfolgt sie aber im 
Sinne einer Verzégerung. Am besten ist dies bei Stamm 6 sichtbar, wo 
der Ubergang in die kokkenartigen Formen bei fehlenden morpholo- 
gischen Veradnderungen spater einsetzt und langer dauert. Bei den 
anderen Stimmen ist die Erkennung der Verzégerung des Ablauts 
des normalen morphologischen Cyclus infolge der Ungleichmafigkeit 
der Zellen schwieriger, tritt in einigen Versuchsreihen aber auch deut- 
lich hervor. 

In den meisten Fallen wird durch Anderung der Kulturbedingungen 
— wenn eine Beeinflussung feststellbar ist — jedoch nicht nur der zeit- 
liche Ablauf des normalen morphologischen Cyclus, sondern auch die 
Wuchsform der Zellen verandert. Allgemein kann die Regel aufgestellt 
werden, dafi mit zunehmender Starke der Einwirkung zunachst der 
normale morphologische Cyclus zeitlich verschoben wird und dann 
die Zellen immer ungleichmaBiger und unregelmabiger werden, was 
sich schlieBlich bis zur Bildung extrem abgewandelter Wuchsformen 
steigern kann. Abweichungen von dieser Regel kommen selbstversténd- 
lich vor. 

Zur Ausbildung der normalen Wuchsform eines Bakteriums ist ein 
bestimmtes Zusammenwirken von Wachstum und Teilung erforderlich 
(HiINSHELWOOD 1947). Ist dieses Verhaltnis gestért, so wird die Wuchs- 
form abgewandelt. Bei relativer oder vollstandiger Hemmung des Tei- 
lungsmechanismus werden die Zellen langer, bzw. wachsen sie zu Faden 
aus. Umgekehrt wird bei relativer Beschleunigung der Teilung gegeniiber 
dem Wachstum die Zell-Lange geringer. Ihre Abnahme wahrend der 
ersten Entwicklungszeit in der Normalkultur ist auf eine zunehmende 
relative Beschleunigung der Teilung zuriickzufiihren. 

In den vorliegenden Versuchsreihen spielen Anderungen des Verhailt- 
nisses Wachstum/Zellteilung bei der Entstehung abgewandelter Wuchs- 
formen wohl immer eine mabgebliche Rolle. Eine mehr oder weniger un- 
vollstandige Zellteilang kommt durch viele der beobachteten Erscheinun- 
gen deutlich zum Ausdruck, z. B. durch die Entstehung mehrzelliger 
Formen bei Stamm #’ und der lingeren, verzweigten, an Proactinomy- 
ceten erinnernden Gebilde bei Stamm G, das Auftreten verlingerter und 
vergroBerter, unter Umstanden verzweigter Formen bei den Stiimmen A 
und 4/2 sowie die Hemmung des Uberganges in die kokkenartigen For- 
men bei Stamm 6. Die nach Riickimpfung auf den Standardnihrboden 
beobachtete Riickbildung abgewandelter Wuchsformen durch Zerfall zu 
normalen Zellen ist ebenfalls ein Beweis dafiir, daB bei ihrer Entstehung 
eine Hemmung des Teilungsmechanismus mitbeteiligt war. 
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Alle mehr oder weniger vergréBerten Formen von Stamm F mit 
keulen- und hantelférmigen oder bauchigen Anschwellungen erwiesen 
sich bei Zellwandfarbung nach Wesp (1954) als mehrzellig, die An- 
schwellungen als vergréBerte Einzelzellen des mehrzelligen Individuums. 
Die fiir Corynebakterien charakteristischen Unregelmifigkeiten der 
Zellform kommen bei den mehrzelligen Formen also den meisten 
Corynebakterien in engerem Sinne — infolgedessen wohl dadurch zu- 
stande, daB einzelne Zellen des mehrzelligen Individuums ihr Teilungs- 
vermogen bei fortschreitendem Wachstum verlieren oder zumindest darin 
gehemmt werden. Sehr oft scheinen davon die Endzellen betroffen zu 
sein (vgl. auch Kurrn 1898), was zu keuliger oder hantelf6rmiger An- 
schwellung der mehrzelligen Formen fiihrt, wihrend Teilungshemmung 
in der Mitte liegender Einzelzellen bei fortschreitendem Wachstum 
bauchige Anschwellungen verursacht. 

Die bei Stamm G@ an langeren, verzweigten Formen, die ja auch als 
mehrzellig anzusprechen sind, auftretenden Anschwellungen sind auf 
gleiche Weise erklarbar. 

Bei den Bodencorynebakterien ist es denkbar, da vor der Ausbildung 
von Querwanden in den abgewandelten Formen schon eine Teilung des 
Protoplasmas in mehrere in gewisser Weise selbstéindige Bezirke statt- 
gefunden hat, die zu selbstandiger Entwicklung befahigt sind. Der gleich- 
zeitige Zerfall stabchenartiger Formen von Stamm 6 in mehr als 2 Teil- 
stticke und die Riickbildung normaler Zellen aus langeren vergroBerten 
Formen bei den Stémmen A und 5/2 nach Riickimpfung auf den Stan- 
dardnahrboden durch die gleiche Erscheinung machen diese Annahme 
wahrscheinlich. Wird von diesen selbsténdigen Protoplasmabezirken 
einer (oder mehrere) in der Teilung gehemmt, wahrend das Wachstum 
fortschreitet und andere unbeeinfluBt bleiben, mufs es auch hier zu 
unregelmaBigen Anschwellungen kommen. 

Das des 6fteren beobachtete Auftreten von Verzweigungen deutet auf 
eine enge Beziehung der Corynebakterien zu den Proactinomyceten hin 
(vgl. auch JENSEN 1952), was auch bei Stamm 6 durch seine Entwicklung 
deutlich hervortritt. In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung 
von Interesse, dai Proactinomyceten, die zu gleicher Zeit wie die Coryne- 
bakterien von mir isoliert und seitdem (etwa 21/, Jahre) in Kultur weiter- 
geziichtet wurden, ihr unmittelbar nach der Isolierung beobachtetes gutes 
Mycelbildungsvermégen wahrend dieser Zeit gréBtenteils eingebuBt 
haben. Die Staémme bildeten nach Uberimpfung auf frischen Nahrboden 
kaum noch Mycel, das, wenn tiberhaupt noch schwach vorhanden, sehr 
bald unter winkelformigem Einknicken der Bruchstticke zerfiel, die sich 
dann sehr oft mit Winkelwachstum weiter teilten. Das gleiche wurde an 
Proactinomyceten-Sammlungsstémmen des Instituts ebenfalls beob- 


achtet. 
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Physiologisches Verhalten 
der normalen und der morphologisch verinderten Zellen, 
gemessen an der Sauerstoffaufnahme ruhender Zellen 


Die Zellen wurden auf dem auf seine Wirkung zu untersuchenden Nahrboden 
unmittelbar vor der Atmungsmessung mit Phosphatpuffer (px 7,2) abgeschwemmt, 
zweimal ausgewaschen und wieder in der Pufferlésung aufgeschwemmt. Die At- 
mungsintensitat wurde manometrisch in der Warburg-Apparatur bestimmt (UM- 
BREIT, BuRRIS u. STAUFER 1951). Die gemessenen AtmungsgroBen wurden je mg 
Stickstoff der Bakterienmasse umgerechnet. Die einzelnen Kurvenpunkte in den 
graphischen Darstellungen bedeuten also die Rate der Sauerstoffaufnahme — 
mm? Sauerstoffverbrauch je Stunde — je mg Stickstoff [QO, (N)] unter den ver- 
schiedenen Kulturbedingungen zu den jeweiligen Beobachtungszeiten. 

Die Atmungsintensitat einer Bakterienkultur nimmt mit ihrem Alter ab (Fustra 
u. Kopama, 1934; Rrppent-BaLpes 1955). Weiterhin sind Kulturen, die wie die zu 
untersuchenden durch verschiedene Kulturbedingungen ungleich stark in ihrer 
Entwicklung gehemmt sind, am gleichen Kulturtage nicht physiologisch gleich alt 
und kénnen deshalb in ihren Eigenschaften nicht miteinander verglichen werden. 
Als Zeitpunkt des gleichen physiologischen Alters kénnte man z. B. die Mitte der 
logarithmischen Wachstumsphase annehmen, deren Bestimmung aber nur durch 
Triibungsmessungen in Fliissigkeitskulturen méglich ist. Da keine Schiittelmaschine 
zur Verfiigung stand, muBten die Stamme jedoch auf festem Nahrboden kultiviert 
werden. Die Atmungsintensitat wurde deshalb waihrend einer lingeren Zeit der 
Kulturdauer und zwar im allgemeinen jeweils bei 1, 2, 3, 5, 7 und 10 Tage alten 
Zellen gemessen!. Bei der Normalkultur erwiesen sich Messungen schon nach 
8 und 12 Std als notwendig. 


Die Anderung der Sauerstoffaufnahme einer Normalkultur von 
Stamm 45/2 mit zunehmender Kulturdauer ist in Abb. 7 eingezeichnet. 
Einige Stunden nach der Beimpfung erfolgt ein plétzlicher, sprunghafter 
Anstieg der Atmungsintensitit, der wohl dem Ubergang der Zellen von 
der Lag-Phase in die logarithmische Wachstumsphase entspricht, dem 
ein ebenso rascher Abfall auf etwa 50°, des Maximums folgt. Dieser 
Punkt wird nach 24 Std erreicht. Von da ab erfolgt die Abnahme — von 
Tag zu Tag geringer werdend — nur sehr allmahlich. Die endogene At- 
mung ist im Vergleich zur Sauerstoffaufnahme inGegenwart von Glucose 
relativ hoch. 

Den Verlauf der Glucose-Atmung wihrend der Kulturdauer bei Salz-_ 
kulturen mit CaCl, und KCl steigender molarer Konzentration von 
Stamm 4/2 zeigen Abb. 7 und 8. Zum Vergleich ist jeweils die Atmung 
der Normalkultur mit eingezeichnet, in Abb. 7 auch die Kurve der 
endogenen Atmung der Normalkultur. In beiden Fallen haben die At- 
mungskurven im Prinzip den gleichen Verlauf wie in der Normalkultur. 
Mit zunehmender Salzkonzentration setzt der Atmungsanstieg zu Beginn 
des Wachstums jedoch spiiter ein. AuBerdem verliuft er allmablicher, der 
Abfall ebenfalls, und die Gipfelpunkte liegen tiefer. 


* Bei der Kurve 0,54 Mol CaCl, wurde auch im Gipfelpunkt (nach 4 Tagen) ge- 
messen. 
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Dieser Kurvenverlauf entspricht durchaus der Erwartung. Mit stei- 
gendem Salzgehalt ist eine zunehmende Wachstumsverzégerung bzw. 
-hemmung der Kulturen zu beobachten (vgl. S. 114 ff). Der Eintritt in 
die logarithmische Wachstumsphase erfolgt spiiter, alle Abschnitte der 


"Tl ; i 


Entwicklung der Kultur 
sind mehr oder weniger 
verlangert. Dies  tritt 
auch in den Atmungs- 
_kurven deutlich hervor. 
Die bei niedrigem Salz- 
gehalt durch zeitliche Ver- 
schiebung des normalen 
morphologischen Cyclus 
auftretende Wachstums- 
verzogerung der Kultur 
driickt sich hier durch 
eine zeitliche Verlagerung 
der Atmungskurven bei 
gleicher Hohe des Maxi- 
mums wie in der Kon- 
trolle aus (0,18 Mol CaCl,; 
0,5 Mol KCl). Die mit 
steigendem Salzgehalt zu- 
nehmende Entwicklungs- 
hemmung hat eine Sen- 
kung der Maxima der 
Atmungskurven und ein 
Absinken unter die Werte 
der Normalkulturin ihrem 
weiteren Verlauf zur Fol- 
ge. Im Vergleich zu den 
CaCl,-Atmungskurven 
zeigen die KCl-Kulturen 
auch hier die weniger 
schadigende Wirkung des 
KCl durch die geringere 
zeitliche Verschiebung der 


i 
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Abb. 7. Stamm 5/2, Glucose-Atmung auf 0,18 Mol -------- : 
0,36 Mol —-—-—-— 3 0,54 Mol Ca€ly crre+se+eeeeees 
Glucose-Bouillon-Agar (Normalkultur) und 
endogene Atmung der Normalkultur —--—--—-:-- — 
wahrend einer Kulturdauer von 10 Tagen 
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Abb.8. Stamm 5/2, Glucose-Atmung auf 0,5 Mol -------- ; 

130) Mo] —-— -—--—— sui MOUEGEOL teee sta und Glucose- 

Bouillon-Agar (Normalkultur) wahrend einer 
Kulturdauer von 10 Tagen 


Kurven, den steileren Anstieg und Abfall zu Beginn der Entwicklung 
und die héher liegenden Maxima. 

Die Gesamtatmung der Salzkulturen wahrend der Kulturdauer ist 
jedoch, wie die planimetrische Ausmessung der Kurven zeigt, bei geringen 
CaCl,-Konzentrationen héher als bei der Normalkultur, wird jedoch bei 
hdherer Salzkonzentration geringer (Tab. 2). Bei den KCl-Kulturen 
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erfolgte eine solche Abnahme jedoch innerhalb der verwendeten Konzen- 
trationen noch nicht. Auch hierin pragt sich die geringere Wirkung von 
KCl gegeniiber CaCl, aus. 


Tabelle 2. Relative Gesamtatmung der Salzkulturen 


Normalkultur% sn ses 100°" | "Normalkuitar f) > <ae-.- ae 100 
O,1SiMoliCaCl encase 124 SO oe Ol Claire er. oars 17 
0;36)Mol'Ca Cine e ec 124° 7 2,0 Mol KCI Rete ren 116 
0,54; Mol CaCl ect ane 72 1,55. Mol KCl ewe faeces 105 


Abb. 9 zeigt die Glucose-Atmung einer 3 Tage alten Normal-Kultur 
von Stamm 4/2, der zu Beginn der Atmungsmessung KCl in verschiedenen 
molaren Konzentrationen zugesetzt wurde. Wahrend durch 0,4 Mol KCl 
die Sauerstoffaufnahme im Vergleich zur Kontrolle ohne Salzzusatz un- 
beeinfluBt bleibt, nimmt die Atmungsintensitaét bei h6herem Salzgehalt 
mit steigender Konzentration ab. Die Kurve verlauft kontinuierlich auch 
iiber die Wachstumsgrenze 
von 1,6 Mol hinaus. 

AbschlieBend kann zu 
Wachstumsgrenze den Versuchen festgestellt 
werden: 

Durch Salzzusatz zum 
Nahrmedium wird die At- 
mung der Zellen beeinfluBt. 

L ny x = S > Geringe Einwirkung ver- 

: at Re ? *” ursacht eine zeitliche Ver- 
ee ee schiebung der Atmungs- 

Glucose-Atmung 3 Tage alter normaler Zellen unterdem Kkurve und eine Verbrei- 

Einflu8 verschiedener KCl-Konzentrationen terung ihrer Abschnitte, 

wahrend der Gipfel in 

gleicher Héhe wie in der Kontrolle liegen kann. Bei starkerer Ein- 

wirkung (steigende Salzkonzentration) liegen die Maxima jedoch zu- 
nehmend niedriger. 

Gleichzeitig kann die Wuchsform der Zellen mehr oder weniger stark 
abgewandelt werden (vgl. 8. 115), jedoch auch unverindert bleiben. 

Die Beeinflussung der Atmung scheint also der primaire Vorgang zu 
sein, wie auch durch die Anderung der Sauerstoffaufnahme normaler 
Zellen bei Salzzusatz (vgl. Abb. 9) zam Ausdruck kommt. 

Nach NICKERSON u. SHERMAN (1952) bestimmen Energie liefernde Fak- _ 
toren den Ablauf der Zellteilung. Diese Anschauung wird durch die vor- 
liegenden Versuchsergebnisse bestatigt. Primar wird durch die Salzwir- 
kung der Stoffwechsel (Atmung) der Zellen beeinflu8t. Als Folge davon 
kénnen je nach der Starke des schidigenden Einflusses Abwandlungen 
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der Wuchsform auftreten, da die Zelle nicht mehr in der Lage ist, die 
zur Durchfithrung normaler Teilungen und normalen Wachstums not- 
wendigen energetischen Leistungen zu vollbringen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


Auf Standardnahrboden (Glucose-Bouillon-Agar) zeigten alle Stémme 
einen morphologischen Cyclus, indem die Zellen wahrend der ersten Kul- 
turtage haufig etwas unregelmaBiger waren, sowie in der Lange abnahmen. 

Die Einzelzellen aller Stiémme waren mit Ausnahme der in alteren 
Kulturen von C. pseudodiphtheriticum auftretenden vergroBerten Formen 
einzellig und zeigten bei der Teilung das charakteristische ,,Schnappen“, 
wodurch die fiir Corynebakterien typische Lagerung der Stabchen in V-, 
L-, Y- oder T-Formen entsteht. Die Vermehrung erfolgte bei den meisten 
Staémmen durch einfache Zweiteilung der einzelligen Stabchen. Bei einem 
zur Bact. globiforme-Gruppe gehérenden Bodencorynebakterium gingen 
die anfangs stabchenférmigen Zellen nach etwa 20 Std Kulturdauer in 
kokkenartige Formen tiber, wobei, wie auch bei den vergréBerten, mehr- 
zelligen Formen von CO. pseudodiphtheriticum Teilung durch Zerfall ein- 
zelner Individuen in mehr als 2 Teilstiicke stattfand. 

Durch Veradnderung der Kulturbedingungen (Nahrstoffkonzentration, 
Salzzusatze) konnte der in der Normalkultur ablaufende morphologische 
Cyclus in zweierlei Weise abgewandelt werden: 1. der Cyclus ist lediglich 
zeitlich verschoben; 2. Zellgr68e und Zellform sind verandert. 

Nur im 2. Falle liegen wirkliche morphologische Veraénderungen vor 
mit teilweise sehr stark vergréBerten, unregelmaBig angeschwollenen, des 
6fteren verzweigten Formen. Bei C. pseudodiphtheriticum waren sie immer 
mehrzellig, so daB bei ihrem Zustandekommen — auch bei den anderen 
untersuchten Stémmen — in erster Linie Stérungen im Ablauf des Tei- 
lungsmechanismus anzunehmen sind. 

Die abgewandelten Formen wurden, falls die Veraénderungen nicht zu 
stark waren, bei Riickimpfung auf den Standardnahrboden zu normalen 
Zellen zuriickgebildet. 

Das unter manchen Kulturbedingungen beobachtete Auftreten von 
Verzweigungen und die Entwicklung von Stamm 6 (Vertreter der Bac- 
terium globiforme-Gruppe) deuten auf enge Beziehungen der Corynebak- 
terien zu den Proactinomyceten hin. 

Salzkulturen zeigten wahrend des Wachstumsverlaufes mit zunehmen- 
der Einwirkung eine zeitliche Verlagerung der Atmungskurven sowie eine 
Senkung der Maxima. Die Gesamtatmung wird durch maBige Salzgaben 
erhoht, durch starkere erniedrigt. 

Als primare Wirkung des Salzzusatzes zum Nahrboden wird eine Sto- 


rung des Stoffwechsels (Atmung) angenommen, als deren Folge — bei 
g* 
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stirkerer Stérung — die Wuchsform abgewandelt wird, da die Zelle nicht 
mehr in der Lage ist, die zur Durchfiihrung normaler Teilungen und nor- 
malen Wachstums notwendigen energetischen Leistungen zu vollbringen. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrepet-Baupzs danke ich fiir die Anregung zu der vorliegenden 
Arbeit und ihre Forderung. 
Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstitutes fir 
Allgemeine Botanik Hamburg) 


Das Problem der Nitritoxydation mit nachtriglicher 
CO:z- Assimilation bei Nitrobacter winogradskyi Buch.* 


Von 
ELLEN REMER 


Mit 8 Textabbildungen 
(Hingegangen am 19. Mérz 1957) 


Es ist ein noch ungeléstes Problem, auf welchem Wege bei den chemo- 
autotrophen Bakterien die freie arbeitsfahige Energie der Substrat- 
oxydation fiir die CO,:Assimilation nutzbar gemacht wird. Nach den 
Untersuchungen von VoGLER u. Umpretr (1942) an Thiobacillus thio- 
oxydans lauft sie tiber energiereiches Phosphat. Sie soll in dieser Form 
sogar gespeichert werden, so da die Bakterien unter geeigneten Be- 
dingungen auch nach Beendigung der Substratoxydation noch CO, 
assimilieren konnen. 

Diese Befunde veranlaBten UmBrerr (1947) zu der Vermutung, dab 
womoglich bei allen Chemoautotrophen ahnliche Verhaltnisse vorliegen. 
Auf Grund gewisser Zweifel jedoch an den quantitativen Angaben der 
amerikanischen Forscher entschlossen sich K. u. K. 8S. Baatsrup (1952) 
zu einer eingehenden Nachprifung. Ihren Berechnungen zufolge hatte der 
gesamte Zellstickstoff als ATP vorliegen miissen, um den Anschauungen 
von UmBREIT und seinen Mitarbeitern entsprechend die nachtragliche 
Assimilation von 1 Mol CO, bei gleichzeitiger Umwandlung von 1 Mol 
ATP in ADP energetisch zu gewahrleisten. Ihre Untersuchungen ergaben 
dann auch ein anderes Bild: Eine zeitliche Trennung von Oxydation und 
CO,-Assimilation war bei den von ihnen benutzten Stammen von 
Thiobacillus thiooxydans und Th. thioparus keineswegs méglich. 

Die Untersuchungen von SCHLEGEL (1954) tiber die Aufnahme von 
anorganischem und die Bildung von energiereichem Phosphat bei der 
H,-Oxydation durch Hydrogenomonas zeigten, da auch bei diesem 
Organismus eine nachtragliche CO,-Bindung nicht stattfindet. 

Newsuren (1954) und Umprerr (1954) haben nun unabhangig 
voneinander die im Vergleich zur Warburgmethode viel empfindlichere 
Tracer-Technik mit CO, und P®? zur Losung des Problems herangezogen. 
Umpreit bestitigte in qualitativer Hinsicht seine friiheren Beobachtun- 
gen; die Menge des nachtraglich fixierten CO, war jetzt allerdings viel 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Hamburg, 1956. 
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geringer. Zwar fand auch NEwBuRGH nach vorausgegangener S-Oxy- 
dation in Abwesenheit von CO, eine kleine nachtragliche CO,-Bindung. 
Diese war jedoch erheblich gréBer, wenn die vorausgehende S-Oxydation 
in Gegenwart von CO, erfolgte. Das war mit der Umprettschen Arbeits- 
hypothese nicht zu vereinbaren. Die bisherigen Ergebnisse sind somit 
widerspruchsvoll und liefern noch kein einheitliches Bild. 

Sollte bei der Chemosynthese tatsdchlich eine Energiespeicherung und 
spatere -iibertragung auf den Kohlensaéurereduktionsmechanismus (mit 
Hilfe von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgangen) 
moéglich sein, miiBten entsprechende Vorginge auch bei dem chemo- 
autotrophen Nitratbildner ablaufen. So war der Zweck meiner Unter- 
suchungen, den Sachverhalt bei Nitrobacter winogradskyi zu priifen. 


Dieser wachst auf rein mineralischer Nahrlésung, ohne deren Alkalitat — 


und CO,-Retention wesentlich zu andern. Auch er kann die Nitrit- 
oxydation in Abwesenheit von CO, durchfiihren. Daher erscheint er fir 
derartige Beobachtungen besonders geeignet. Die Frage also, ob bei ihm 
eine zeitliche Trennung von Oxydation und COQ,-Assimilation herbei- 
zufiihren ist, sollte mit der Warburg- wie mit der Tracer-Technik geprift 
werden. 

I. Material und Methoden 


Die Versuche wurden mit einem in der Mikrobiologischen Abteilung des Staats- 
instituts fiir Allgemeine Botanik in Hamburg vorratigen Stamm von Nitrobacter 
winogradskyi unternommen. Verwendung fanden lebende, zusammenzentrifugierte 
Reinkulturen. Nur bei einigen Kontrollversuchen wurden diese abgetétet. Die Bak- 
terien wurden bei 32° C in 100 ml Erlenmeyer-Kolben mit je 25 ml Nahrlésung folgen- 
der Zusammensetzung herangezogen: NaNO, 1,0 g; K,HPO, 0,5 g; MgSO,- 7 H,O 
0,5 g; FeSO,- 7 H,O 0,1 g; Leitungswasser 1000 ml; py 7,6. Die Kolben wurden mit 
je 0,5 ml Bakteriensuspension aus alteren Kulturen beimpft. Nach 5—6 Tagen war 
die Nitratation beendet. Als Nachweis hierfiir diente der negative Ausfall der 
Nitritprobe (BOmrxKs, 1939). 

Fiir die Warburg-Versuche wurde sofort nach Beendigung der Oxydation der 
Inhalt mehrerer K6lbchen in 10 min bei 2900 Umdrehungen/min zusammenzentri- 
fugiert, das Sediment in etwas Uberstehendem aufgenommen und diese sehr dichte 
Zellsuspension nach kraftigem Schiitteln zu aliquoten Teilen von 4,0 oder 4,5 ml 
in den Hauptraum der Warburg-GefaiBe abpipettiert. Um die Zellen méglichst 
wenig in ihrem physiologischen Zustand zu beeinflussen, wurden sie weder ge- 
waschen noch in einer neuen Lésung suspendiert. Schon durch die Vorbehandlung 
kénnen die Bildung von energiereichem Phosphat wihrend der Oxydation und die 
spaitere CO,-Reduktion empfindlich gestért werden (ScHLEGEL, 1954). 

Zur Reinheitspriifung wurde wihrend der Anzucht, bei Beginn und am Ende 
eines jeden Versuches von der Bakteriensuspension auf Hefewasser-Bouillon ab- 
geimpft und fiir die mikroskopische Kontrolle ein Carbolfuchsinpraparat hergestellt. 
Saimtliche Versuche begannen mit reinen Ansitzen. AnschlieBend traten bei den 
Warburg-Versuchen keine Verunreinigungen mehr auf. Indessen waren die Suspen- 
sionen durch die umfangreichen Manipulationen bei der Tracertechnik gelegentlich 
verunreinigt, wodurch aber das Ergebnis nicht wesentlich gestért wurde. 

O,-Verbrauch der Nitratation und nachtragliche CO,-Aufnahme wurden mit 
Differentialmanometern gemessen (KLEINMANN u. STERN, 1932; Drxon, 1952). Die 


— 


Nitritoxydation mit nachtraglicher CO,-Assimilation bei Nitrobacter 127 


Temperatur des Wasserbades betrug 25° ©, die Schiittelfrequenz 75 Schwingun- 
gen/min. Die VersuchsgefiBe (Volumen 19,2—24,1 ml) waren so gebaut (Abb. diye 
daB sie auBer einem Ansatz (a,) mit Capillarstopfen (k) einen zweiten (a ) mit einem 
Hahn (h) aufwiesen. Im Hahnkiiken war ein Beutel (b) fir KOH eingeschmolzen, 
der sich bei Bedarf an den GefaBraum anschlieBen lieB. Als Schmiermittel diente 
Silicone DC 44 leicht. 


Abb. 1. Warburg-Gefa8B mit Capillarstopfen- und Hahnansatz. 
A. Aufsicht ohne Capillarstopfen k, B. Seitenansicht 


Die Bakterien wuchsen in den AnzuchtgefiBen immer unter den gleichen opti- 
malen Bedingungen, so da fiir jeden Versuch Zellsuspensionen wenigstens an- 
nahernd gleicher Dichte und gleicher physiologischer Wertigkeit bereitgestellt 
werden konnten. Als MaB dafiir diente die Menge des in den AnzuchtgefaBen 
oxydierten NaNO,. In jedem Versuchsansatz entsprach sie etwa 28 mg. 


II. Versuche mit der Warburg-Technik 


Den Versuchen lag stets folgender Plan zugrunde: Zunachst wurde der 
O,-Verbrauch ruhender Zellen wiahrend der Nitratation in Abwesenheit 
von freiem CO,, d.h. in Gegenwart von KOH im Hahnbeutel des 
Warburg-GefaBes, gemessen. Sofort nach Beendigung der Oxydation 
des NaNO, wurde der Zellsuspension in diesem Gefaif ein CO,-Luft- 
gemisch geboten und gepriift, ob eine CO,-Aufnahme durch die Bakterien 


stattfand. 


1. Differentialmanometer mit einseitigem Gaswechsel 
A. Versuchstechnik 


Von der durch Zentrifugieren erhaltenen Bakteriensuspension wurden 4,5 ml in 
das ArbeitsgefaB a gegeben (siehe Tab. 1), auBerdem 5 mg NaNO, in 0,5 ml 0,003 m 
K,HPO,-Lésung, entsprechend einer optimalen Konzentration von 0,1% Nitrit im 
Nahrmedium (Mrvernor, 1916). Um untereinander vergleichbare Ergebnisse aus 
allen Versuchen zu erhalten, wurde diese Menge nie geandert. Im angeschlossenen 
Hahnbeutel befand sich ein Platzchen KOH. Das KompensationsgefaB b wurde 
wie a beschickt, nur erhielt es keine Bakterien. Der py-Wert der Suspension lag in 
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allen Versuchsansatzen bei 7,4—7,6, dem Optimum des von mir untersuchten 
Nitrobacter-Stammes. Nach einem Temperaturausgleich von 30 min im Wasserbad 
der Warburg-Apparatur begann die Messung des O,-Verbrauches. 

Vorversuche zeigten, daB ruhende und nicht oxydierende Zellen eine fort- 
schreitende Inaktivierung erfahren. Zellsuspensionen verschiedener Versuchsansitze 
entsprechen einander daher nur dann, wenn die Zeit ihrer Untatigkeit mdglichst 
gleich war. Da zur Reaktivierung nach Sriven u. EncEx (1956) CO, notwendig ist, 
war zu befiirchten, daB sich Zellsuspensionen unterschiedlicher Aktivitaét ver- 
schieden verhalten wiirden, wenn man ihnen CO, anbietet. Ich war deshalb bestrebt, 
mit Bakterien zu arbeiten, die eine méglichst iibereinstimmende Oxydations- 
aktivitat besaBen. 


Tabelle 1. Fiillung der Warburg-Gefife fiir den Versuch mit einseitig betriebenem 


Differentialmanometer 
Nitratationsansatz Kontrollansatz 
GefaB a GefaB b GefaB a GefaB b 
4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 
Bakterien- |0,003m K,HPO,-| Bakterien- 
GefaB- Suspension Lésung Suspension 5,0 ml 
raum 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,003 m K,HPO,- 
0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,- Lésung 
Lésung Lésung Lésung 
mit5,0mg NaNO, mit 5,0mg NaNO, 
Hahn- 
beutel KOH KOH KOH KOH 


Die Alkalitit der Suspension in den VersuchsgefaiBen und das starke CO,- 
Absorptionsvermégen eines Mediums, aus dem nach beendeter Nitratation alles 
freie CO, durch KOH (und auch durch die Bakterien) entfernt war, erforderten zur 
Vermeidung von Fehlschliissen sorgfiltige Kontrollansitze. Diese wurden gleich- 
zeitig mit den Nitratationsversuchen in gleicher Weise durchgefiihrt, und die GefaB- 
fiillung wurde so weit wie méglich angeglichen. Sie unterschieden sich von den eigent- 
lichen Versuchsansitzen im wesentlichen nur dadurch, daB in ihnen keine Nitratation 
stattfand. Das wurde durch Fortlassen des Nitrits erreicht (Tab. 1). Die Bakterien 
fiihrten also nur die Restatmung durch (BOmMEKE, 1939) und zwar in Abwesenheit 
von freiem CO,. Sie waren demnach auBerstande, Energie zu gewinnen und zu 
speichern, und konnten daher auch kein CO, im Sinne von VoauEr (1942) auf- 
nehmen. Andere Kontrollen waren folgende: Um die Bakterien an der CO,-Aufnahme 
zu hindern, wurden sie nach der Nitratation abgetitet (GefaBfiillung nach Tab. 1), 
und zwar entweder durch 10 min dauerndes Autoklavieren bei 1 atii oder durch 
Zugabe von 5 mg Sublimat, das einer Endkonzentration von 0,1% HgCl, entsprach 
(VoauER, 1942). 

Die Nitratation war im allgemeinen nach 16—20 Std beendet. Da kein Wachstum 
stattfand, blieb ihre Intensitét wihrend der ganzen Zeit fast unverandert. Eine 
Stunde nach ihrem Aufhéren wurde die Schiittelvorrichtung arretiert und der 
KOH-Hahnbeutel von dem Reaktionsraum der GefiSe a und b abgeschaltet. An- 
schlieBend wurde PreBluft -- 5% CO, mit kraftigem Strom durch das ArbeitsgefaB a 
geblasen. Nach 6 min wurde der Gasstrom gestoppt und Druckausgleich mit dem 
atmosphirischen Luftdruck herbeigefiihrt. Die gesamte Manipulation dauerte 9 bis 
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10 min. Wahrenddessen blieben Arbeits- und Kompensationsgefi8 am Manometer 
im Wasserbad. Solange die Apparatur nicht geschiittelt wurde, erfolgte noch keine 
mef bare CO,-Aufnahme. Sie setzte jedoch sofort mit Wiederaufnahme des Schiittelns 
ein und wurde so lange laufend gemessen, bis etwa Gleichgewicht zwischen Gas- 
phase und Zellsuspension eingetreten war. Ihre Gréfe entspricht dem rein chemischen 
CO,-Absorptionsvermégen der Fliissigkeit, vermehrt um einen Betrag, der durch 
die nachtragliche CO,-Assimilation der Bakterien entsteht, falls es eine solche gibt. 
Die CO,-Absorption in den ArbeitsgefaBen der Kontrollen durfte jedoch nicht das 
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Abb. 2. CO,-Aufnahme nach Nitratation (1. u. 2.) und nach Restatmung (8. u. 4.) 
bei GefaBfiillung nach Tab. 1 


Ausma8 erreichen wie in den ArbeitsgefaBen mit voraufgegangener Nitritoxydation, 
wenn die Hypothese von VoGLER u. UmBrett zu Recht besteht. Die héchstmégliche 
GréBe des zu erwartenden Unterschieds ergibt sich aus folgender Berechnung: 

Nach Mnynruor (1916) und BomMEKE (1954) ist bei Nitrobacter das 
molare Verhaltnis von oxydiertem N zu reduziertem C ~ 100. Bei Oxy- 
dation von 5 mg NaNO, miiBten demnach maximal 19 jl CO, assimiliert 
werden, wenn CO, zugegen ist. Betrage bis zu diesem Hochstwert miiBten 
auch nachtraglich aufgenommen werden, wenn die Bakterien vorher 
CO,-frei nitratiert und ein entsprechendes Energiepotential gespeichert 
haben. Die manometrische Technik wies einen mittleren Fehler von 
6 <1/,% auf. Danach konnten bei diesen Versuchen zwar noch sehr 
kleine CO,-Mengen erfaBt werden, aber die Gesamtabsorption der 
Flissigkeit im Arbeitsgefé8 durfte 3800 ul CO, nicht tiberschreiten, 
damit ein Unterschied von 19 wl] nicht mehr in den Bereich des mittleren 
Fehlers zu liegen kam. 


B. Die Ergebnisse der Versuche 


Wie zu erwarten (siehe Abb. 2), nahm die Bakteriensuspension in den 
Versuchsgefafen nach Beendigung der Nitratation eine groBe Menge CO, 
auf. Der Absorptionsvorgang war nach 14—1 Std im wesentlichen 
beendet. Die GréBe dieser CO,-Absorption betrug bei den verschiedenen 
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Versuchen etwa 380 ul mit einer Schwankung von + 30 ul = 8%. Der 
Grund dieser betrachtlichen Schwankung lag in den unvermeidlichen 
geringen Unterschieden des Phosphatgehaltes und des py-Wertes der 
Bakteriensuspensionen in den einzelnen Versuchsansatzen. 

Die Parallelen selbst eines Versuches streuten in einem ahnlichen 
Bereich. Der theoretisch héchstmégliche Wert der nachtraglichen CO,- 
Fixation durch Nitrobacter betragt mit 19 u14,6°% der mittleren gesamten 
CO,-Aufnahme. Er hatte mit der Warburg-Technik zwar erfaBt werden 
kénnen, fiel aber in den groBen Schwankungsbereich von 8% der Par- 
allelen. Damit stand fest, daB die oben beschriebene Versuchstechnik 
noch nicht ausreichte, um zu gesicherten Ergebnissen zu gelangen. Die 
Versuche wurden haufig wiederholt — immer mit dem gleichen Ausgang: 
Die Kontrollen absorbierten zwar durchweg etwas weniger CQ,, so daB eine 
nachtragliche CO,-Assimilation der Bakterien nicht ausgeschlossen war, 
aber der Unterschied lag im Streubereich der Versuchstechnik. 

Ahnlich unsicher fielen die Versuche mit abgetéteten Bakterien als 
Kontrollen aus. Sublimat als Tétungsmittel erwies sich zudem als vollig 
unbrauchbar, da es den py-Wert der Fliissigkeit und damit deren CO,- 
Absorptionsvermégen unkontrollierbar senkte. 


2. Differentialmanometer mit zweiseitigem Gaswechsel 
A. Die Theorie der Methodik 


Um zu einem besseren MeBergebnis zu gelangen, kénnte man ver- 
suchen, die sehr betrachtliche, nicht-biologische CO,-Absorption der 
Suspension durch eine andere Zusammensetzung der Nahrlésung zu 
unterbinden. Da es unbedingt notwendig war, die optimalen Lebens- 
bedingungen fiir Nitrobacter im Naihrmedium zu erhalten, erschien mir 
dieser Weg jedoch nicht angebracht. Ich war darum bestrebt, die Streu- 
ung zu vermindern und zwar durch Herbeifiihrung einer noch genaueren 
chemischen und physiologischen Ubereinstimmung der Suspension in den 
Arbeits- und KompensationsgefiiBen einerseits sowie den Versuchs- und 
Kontrollansatzen andererseits. Es wurde nun auch auf der Kompensations- 
seite der Differentialmanometer nach Beendigung der Nitratation auf 
der Arbeitsseite genau wie dort CO, zugefiihrt. Durch diese Technik 
konnte die nicht-biologische CO,-Absorption kompensiert werden, da sie 
ja auf beiden Seiten gleichermaBen erfolgte. Falls jetzt noch eine Druck- 
differenz auftrat, muBte diese allein biologische Ursachen haben. 

Wenn an einem Differentialmanometer Gefif a und b von gleichem 
Volumen sind und die gleiche Menge derselben Liésung enthalten, wird 
auch in beiden Gefafien die gleiche Menge CO, absorbiert. Denn auf 
beiden Seiten stimmen die Bedingungen véllig tiberein. Am Manometer 
erfolgt kein Ausschlag. 
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Hin solches ideales Gefai®ipaar wiire fiir die Lésung der gestellten Frage 
hervorragend geeignet gewesen: Wiirden die Bakterien in a tatsichlich in 
der Lage sein, nachtraglich CO, zu assimilieren, so miiBte es zu einer 
Druckdifferenz kommen, die ein exaktes Ma8 fiir die GréBe dieser 
Assimilation ware. Ein derartiges GefaSpaar stand mir leider nicht zur 
Verfiigung. Volumgleichheit hatte sich zwar durch Zufiigen von Glas- 
perlen auf der gréBeren Seite herstellen lassen, aber gleichzeitig waren 
dadurch die Bedingungen in der fliissigen Phase ungleich geworden. 


Ist nun das GefiB a etwas kleiner als b, wird zwar von derselben 
Lésungsmenge in beiden Gefifen auch dieselbe CO,-Menge gebunden; 
dadurch aber sinkt in dem kleineren Gasraum der Partialdruck des CO, 
mehr als in dem gréBeren (die gleiche Uberlegung — nur mit umgekehrtem 
Vorzeichen — gilt natiirlich, wenn a > b ist). Das Manometer zeigt also 
fir das Gefa8 a einen Druckabfall in Millimeter Brodie-Lésung an, der der 
Differenz im Volumen der beiden GefaBe proportional ist und dem unter- 
schiedlichen Partialdruck des CO, Rechnung tragt. Dementsprechend 
ist die absorbierte Gasmenge in der fltissigen Phase von a und b streng 
genommen nicht vollstaéndig gleich. Doch wird bei wiederholten Ver- 
suchen unter Verwendung gleichartiger Bakteriensuspensionen und 
derselben GefaBe am selben Manometer ein Druckfall erhalten, dessen 
GroBe stets im selben Bereich liegt. 


Es werden daher mit demselben GefiéBpaar am selben Differential- 
manometer zeitlich nacheinander 2 Versuchsansatze durchgefithrt. Bei 
dem ersten sind die Bedingungen und Vorgange auf beiden Seiten vollig 
gleich, und die beobachtete Druckdifferenz (= h,) ist ein Ausdruck fiir 
die verschiedene GréBe der Gasvolumina auf beiden Seiten. Bei dem 
zweiten Ansatz sind die Bedingungen auf beiden Seiten ebenfalls gleich, 
nur haben im Gefa8 a die Bakterien vor Zugabe des CO, in Abwesenheit 
von CO, nitratiert. Sind sie nicht in der Lage, nachtraglich CO, zu 
assimilieren, so mu die auftretende Druckdifferenz bei CO,-Zugabe 
gleich der im ersten Ansatz sein. Haben sie jedoch assimiliert, so ist die 
Druckdifferenz eine andere (= h,). Der Unterschied zwischen den beiden 
Druckdifferenzen (Ah = h,—Ag) gibt dann ein MaB fiir die GroBe dieser 
Assimilation. 

Hierbei ist noch die Frage zu beantworten, mit welcher GefaBkonstanten Ah 
zu multiplizieren ist, um die Menge des assimilierten CO, zu erhalten. Unter der 


Annahme, daB h, > h, ist — daB also GefaiB a < 6 ist und sich in a zusatzlich die 
CO,-Fixierung durch die Bakterien bemerkbar gemacht hat, betragt die assimilierte 


CO,-Menge: 
AG =f (he—h), 


wobei f die gesuchte GefaSkonstante ist. 


Da bei dieser Methode auch im Kompensationsgefa8 ein Gaswechsel stattfindet, 
muB in der gesuchten GefiBkonstanten fiir das Differentialmanometer ebenfalls die 


132 E. REMER: 


Druckanderung hieraus beriicksichtigt werden. Die Formel fiir die Berechnung der 
im ArbeitsgefaB a umgesetzten Gasmenge  erweitert sich zu 


T T 
AP @Po | Va 
Aa fi ble aac ST, 
Vogt Vin} Vag) Po 


Darin ist G’ = Gasmenge, umgesetzt in Gefa8 b; A’ = Capillarquerschnitt der 
Kompensationsseite; V, = Gasvolumen von GefaB a; V’¢g = Gasvolumen von 
GefaB b; V’, = Flissigkeitsvolumen von GefaiB b; « = Absorptionskoeffizient 
fir Luft; P ~ Po. 

Dieser Ausdruck l48t sich vereinfachen in 

k 
G=h-K+@ Vv 
Darin ist 
To To 
ALD Ar Vers 
Wk T 
K =| 1+ 7 
, oO , 
Ve T + V Fu Tes fa) 


die GefaBkonstante fiir das Differentialmanometer mit einseitigem Gaswechsel, 


To 
Versa 
eh Ti 

Po 

die GefaBkonstante fiir das einfache Manometer a, 
To 
Ve T 
= 
Po 


die GefaBkonstante fiir das einfache Manometer b. 


Die im Kompensationsgefai} absorbierte Gasmenge ist in allen Versuchen gleich. 
Dagegen ist die im Versuchsgefif aufgenommene Gasmenge dann etwas gréBer, 
wenn die Bakterien CO, assimilieren kénnen. Die GréBe dieser zusatzlichen CO,- 
Aufnahme betrigt 


k k 
AG = | h, K -f- Guy) — (In 4. ap). 
Da G,, im Nitratations- und Gi, im Kontrollansatz annahernd gleich groB sind} 
und der Unterschied zwischen beiden vernachlissigt werden kann, ergibt sich 
AG =h,.K —h,K und somit 
AG = K (hg — hy). 
Der Faktor, mit dem die Differenz 4h der beiden Druckfalle multipliziert werden 
muB, ist also mit grofer Anniherung die GefaiSkonstante fiir das Differentialmano- 
meter mit einseitigem Gaswechsel. 
Diese Methode erlaubt es also, die CO,-Menge zu messen, die von den 
Bakterien nach der Nitratation etwa noch assimiliert werden sollte. 


B. Die Versuche und ihre Ergebnisse 
Die beiden GefaiBe des Nitratations- und des Kontrollansatzes wurden ent- 
sprechend Tab. 2 gefiillt. Es sei hier nochmals hervorgehoben, daB die beiden 
Ansatze zeitlich getrennt durchgefiihrt werden muBten, damit in beiden Fallen ein 
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Tabelle 2. Fiillung der Warburg-Gefipe fiir den Versuch mit zweiseitig betriebenem 
Differentialmanometer 


Nitratationsansatz Kontrollansatz 
GefiB a | GefaB b Gefaib a GefiB b 
4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 
Bakterien- Bakterien- Bakterien- Bakterien- 
Suspension Suspension Suspension Suspension 
GefaB- 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 
raum —_|0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,- 
Lésung Lésung Lésung Lésung 
mit5,0mg NaNO,|mit 6,2 mg NaNO,|mit 6,2 mg NaNO,|mit 6,2 mg NaNO, 
Hahn- 
beutel KOH KOH KOH KOH 


und dasselbe Manometer sowie ein und dieselben GefaiBe benutzt werden konnten. 
Die Nahrlésung enthielt im Kontrollansatz an Stelle von 5mg NaNO, die aqui- 
valente Menge (= 6,2 mg) NaNO . Die Bakterien fiihrten somit auf beiden Seiten 
lediglich die Restatmung durch, wahrend im Nitratationsansatz auf Seite a nitra- 
tiert wurde. In beiden Versuchsansatzen wurde die Suspension 16—20 Std geschiittelt, 
d.h. auch im Kontrollansatz 
so lange, wie die Oxydation 
von 5mg NaNO, im Nitra- 
tationsansatz dauerte. Dann 
wurde der Luftstrom, entspre- 
chend den friiheren Ansatzen, 
mit 5% CO, gleichmaBig und 
gleichzeitig durch beide GefaBe 
geblasen. 

Da bei diesen Versuchen 
Zellen mit hoher Aktivitat er- 
forderlich waren, wurde fir 
jeden Ansatz eine Suspension 
aus einer neuen, frisch aus- 
nitratierten Anzucht verwandt. 
Weil sich hierdurch bedingte, 
jedoch unvermeidliche Unter- 
schiede im Phosphatgehalt auf 
das Mefergebnis auswirken 0 


mm. Sperrtlissigkert 


i 
konnten, wurden Kontroll- und Y me j 60 90 120 au 
* . he 4 hs- Abb. 3. Druckinderung an Manometer 1 bei nachtrag- 
Nitratationsversuc J0 P80 licher CO.-Darbietung im K ontrollansatz (h; gestrichelt) 
mal mit demselben Manometer und im Nitratationsansatz (hy ausgezogen). 
und denselben GefiBen daran GefaiBfiillung nach Tab. 2 


wiederholt. 

Da das Ergebnis aller Versuche dieser Art bei allen Manometern weit- 
gehend itibereinstimmte, mége die Wiedergabe von 3 mit Manometer 1 
erhaltenen Kurvenpaaren geniigen (Abb. 3). Die Kurven stellen den 
Verlauf des Druckfalls im Gefa8 a gegeniiber b dar. Sie streben schnell 
einem Endwert zu, der beim Kontrollansatz (= h,) kleiner ist als beim 
Nitratationsansatz (= h,). Nach Beendigung der Nitritoxydation scheint 
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somit von den Bakterien CO, aufgenommen zu werden. In Tab. 3 sind 
die Messungen an 3 Manometern von je 4 Versuchen zusammengestellt. 
Fiir jedes Manometer wurde die mittlere Differenz 4h und damit die im 
GefaB a nach der Nitratation zusitzlich aufgenommene CO,-Menge 
berechnet. Das Ergebnis zeigt eindeutig, daB die Suspensionen nach 
voraufgegangener, CO,-freier Nitritoxydation etwa 10,7 ul CO, mehr 
absorbierten als ohne vorherige Oxydation. Da Nitrobacter mit der 
gewonnenen Energie maximal 19 ul CO, assimilieren kann, lag der 
beobachtete Wert durchaus im Bereich des Méglichen. 


Tabelle 3. Druckdnderung bei nachtriglicher CO,-Aufnahme. h, nach Restatmung im 
Kontrollansatz, h, nach Nitritoxydation im Nitratationsansatz, h, Mittelwert von h,, 
h, Mittelwert von h,, Ah = h,—h,, AG aus Ah berechnete CO,-Menge 


h, h h, hy Ah AG 
sn i mm Sperrfl. | mm Sport mm Sperrfl. mm Sperrfl. | mm Sperrfl. yl CO, 

10,8 24,7 
1 17,9 23,1 
20,0 19,1 

17,2 21,0 16,5 22,0 5,5 10,7 
9,5 15,3 
2 6,5 12,1 
5,9 9,0 

8,5 12,0 7,6 12,1 4,5 10,8 
1,8 8,0 
3 2,0 5,9 
3,4 4,4 

— 7,5 2,4 6,5 4,1 10,7 


Um die S-Oxydation von Thiobacillus za hemmen und die nach- 
tragliche CO,-Aufnahme beobachten zu kénnen, leitete Vo@LER (1942) 
ein Gasgemisch von N, und CO, in die Versuchsansitze ein. Das gleiche 
Gasgemisch benutzten BAALsRuD u. Baatsrup (1952), nachdem die 
Thiosulfatoxydation beendet war. Ich bot daher in einigen weiteren 
Versuchen auch Nitrobacter nach vollzogener Nitratation N, + 5% CO, 
an. Das Ergebnis anderte sich jedoch nicht: Da, wo die Bakterien vorher 
CO,-frei oxydierten, wurde mehr CO, nachtraglich von der Zellsuspension 
absorbiert als dort, wo das nicht der Fall war (Abb. 4). 

Wurde aus dem Gasgemisch Luft + 5%CO, durch Vorlagen mit 
KOH und Barytwasser alles CO, entfernt, so erfolgte in keinem Falle 
eine Gasaufnahme. Es handelte sich bei den beschriebenen Vorgiingen 
also tatsaichlich um eine Absorption von CQ,. 

War damit bewiesen, daB es méglich ist, bei Nitrobacter Nitritoxydation 
und CO,-Assimilation im Sinne von VoGLER u. Umpretr zeitlich zu 
trennen? Ist Nitrobacter in der Lage, die im Leerlauf der Oxydation frei 
werdende Energie zu einem Teil zu speichern, um mit dieser Reserve 
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spdter CO, zu assimilieren? Mir erschienen die positiven Ergebnisse der 
eben besprochenen Versuche noch nicht sicher genug, um diese Frage 
endgiltig zu bejahen. Zwar war es gelungen, die Bedingungen auf 
beiden Seiten, in beiden GefiBen des Differentialmanometers sowie auch 
im Nitratations- und Kontrollansatz weitgehend anzugleichen. In einem 
Punkte jedoch war das nicht der Fall: Im Nitratationsansatz wurde 
Nitrit durch die Bakterien in Nitrat verwandelt, im Kontrollansatz nicht. 
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Abb. 4. Druckiinderung bei nachtriglicher CO,-Aufnahme aus einem Gasgemisch von N,+5% CO, im 
Kontrollansatz (h,) und im Nitratationsansatz (h.). Gefa®fiillung nach Tab. 2. hy = 13,5; h, = 21,0; 
Ah = 7,5 mm Sperrfliissigkeit = 14,6 ul nachtragliche CO,-Aufnahme 


Hier war von vornherein Nitrat vorhanden. Es hatte sich auf nicht- 
biologischem Wege ebenso auf der Seite a des Kontrollansatzes aus 
Nitrit bilden miissen, eine Bedingung, die aber nicht zu verwirklichen 
war. 

Dieser immer noch bestehende Unterschied zwischen Kontrolle und 
Nitratationsansatz verbarg woméglich noch gewisse Fehlerquellen. So 
war es z. B. denkbar, daB es durch KOH im Hahnkiiken zwar gelingt, 
alles freie CO, schnell zu entfernen, nicht aber einen gewissen Rest des 
carbonatisch gebundenen. Dieses retinierte CO, kénnte von den nitra- 
tierenden Bakterien assimiliert werden. Hierdurch muBte gegentiber der 
Kontrolle eine erhéhte, wenn auch vielleicht nur geringfiigige Alkali- 
reserve in der Fliissigkeit entstehen. Bei nachtraglichem Kinleiten von 
CO, konnte es dann im Nitratationsansatz zu einer erhéhten CO,-Absorp- 
tion kommen. Ferner war zu erwagen, ob nicht das zu den Nitratations- 
ansaitzen benutzte NaNO,-Praparat pro analysi von Merck gewisse 
CO,-Mengen retiniert, die ihm durch KOH entzogen werden kénnen. 
Wenn das bei dem verwendeten NaNO,-Praparat der Kontrollansatze 
nicht der Fall war, muBte es zu der beobachteten Differenz beim nach- 
traglichen Hinleiten von CO, kommen. Diese Bedenken sowie noch andere, 
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mit dem retinierten CO, zusammenhangende Uberlegungen veranlaBten 
mich, das Problem mit der Tracer-Technik anzugreifen (CALVIN, 1949; 
ZIMEN, 1952). Hierbei konnten alle durch die CO,-Retention der Nahr- 
losung etwa bedingten Fehlerquellen auBer acht gelassen werden. 


Ill. Versuche mit der Tracer-Technik 


1. Material und Methodik 


Den Bakterien wurde unmittelbar nach Beendigung der Nitratation CO, an- 
geboten, das bei den ersten Versuchen aus BaC!4O, in Freiheit gesetzt, bei den 
spateren in Form von NaHCO, der Zellsuspension zugefiigt wurde. Zur Messung 
der Radioaktivitat befanden sich die Bakterien auf einem feinen Membranfilter 
iiber einem Aluminiumblech von 1,5 mm Dicke. Benutzt wurde das Zahlgerit FH 90 
der Firma Frieseke & Hoepfner, Erlangen-Bruck, mit dem Zahlrohr FHZ 15, das 
mit einem Glimmerfenster von 1,6 mg/cm? versehen war. Die Hochspannung betrug 
1,80 KV, der Abstand Zahlrohr — Praparat 1,0 mm. 

Anzucht- und Versuchsbedingungen waren die gleichen wie in den vorherigen 
Versuchen. Die Warburg-GeféBe wurden gemiB Tab.4 gefillt. In a fand die 
Nitritoxydation statt; b diente nicht nur als KompensationsgefiB, sondern stellte 
bei Versuchsende — da die Bakterien darin nicht nitratiert hatten — auch die 
Kontrolle dar, der ebenso C4O, angeboten wurde wie a. 


Tabelle 4. Fiillung der Warburg-Gefafe fiir den Versuch mit BaC¥O, 


GefaB a GefaB b 


4,0 ml 4,0 ml 
Bakterien-Suspension Bakterien-Suspension 
GefaBraum 0,5 ml 0,5 ml 


0,003 m K,HPO,-Lésung 
mit 5,0 mg NaNO, 


0,003 m K,HPO,-Lésung 
mit 6,2 mg NaNO, 


Seitenansatz 0,5 ml 0,5 ml 
10% ige H,SO, 10% ige H,SO, 
Hahnbeutel KOH KOH 


2. Versuche mit BaC4O, { 


Bei Darbietung des C!4O, in Form von BaCO, befanden sich im Seitenansatz (a,) 
0,5 ml 10% ige H,SO,. Sogleich nach Beendigung der Oxydation wurde nachein- 
ander bei Gefif a und b der Capillarstopfen (k) herausgenommen und an den 
Schliff (s) des Seitenansatzes (a,) ein Glasréhrchen (g) von 5 mm Linge und 2,5 mm 
Durchmesser mit 5 mg BaCO, geheftet (Abb. 5). Selbstverstiindlich war vorher 
durch Drehen des Hahnes (h) im Seitenansatz (a,) der Einflu8 des KOH ausge- 
schaltet worden. Das Rohrchen fiel beim Einsetzen des Capillarstopfens in die 
Schwefelsiure. Die sofort einsetzende Entwicklung des CO, lieB sich am Manometer 
kontrollieren. Die so entwickelte CO,-Menge war annahernd so groB wie die friither 
zugefiigte. Bei dem Gasgemisch Luft + 5% CO, betrug sie etwa 0,800—0,900 ml, 
im vorliegenden Fall 1,180 ml bei ¢ = 25° C. Hierbei wuchs allerdings der Gasdruck 
in den GefiBen unkontrollierbar an. Unter dieser CO,-Atmosphire wurde die 
Suspension in der geschiittelten Warburg-Apparatur 2—3 Std gehalten, einer Zeit, 
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die sich gem den vorigen Versuchen als ausreichend erwiesen hatte, um Gleich- 
gewicht zwischen dem CO, im Gasraum und in der Lésung herzustellen. 

Nach Beendigung des Versuchs, d.h. sofort nach Einwirken des C4O,, wurde 
jedes GefaB mit einem Aufsatz (as) versehen, durch den 0,5 ml 2 n HCI (ss) tiber den 
Hahn (ha) eingeschleust werden konnten (Abb. 6). Dadurch fiel zwar der pu- Wert 
der Suspension auf py 1,0. Auf diese Weise ging jedoch das anorganische Phosphat 
in Lésung, und das retinierte C4O, wurde 
in Freiheit gesetzt, so daB es gleich mit 
dem Luftstrom (L) abgesogen werden 
konnte. Unmittelbar danach wurde der 
Inhalt eines jeden GefiBes durch ein 
Membranfilter filtriert. Die Bakterien 
blieben darauf zuriick und wurden griind- 
lich mit aqua dest. gewaschen. Die Filter 
wurden in Petrischalen vorsichtig an i] 
der Luft getrocknet, um ein Aufrollen 
zu vermeiden. Die Testung der Radio- 
aktivitat der Zellen auf ihnen fand 2 Std 
nach der Filtration und etliche Tage 
spater statt. 


as 


8s 


= on SS Se 


ha 


a, a, 
Abb. 5. Einbringen des BaC'O, in den Seiten- Abb. 6. Warburg-GefaB mit einem Aufsatz 
ansatz a, des Warburg-GefaBes. zum Hinschleusen von Saure. Seitenansatz a 

bs Bakteriensuspension, m Manometerschenkel mit Capillarstopfen &, a, mit KOH 


Wie die Tab. 5 zeigt, lieferten die so aufbereiteten Zellen aus dem 
Arbeitsgefi8 a und dem Kompensationsgefi8 b, der Kontrolle, die 
gleichen Impulszahlen wie der Nulleffekt des Gerates. Nitrobacter hat 
also nach der Nitratation und im Kontrollansatz kein CO, aufgenommen. 

Die Wiederholung des Versuchs erbrachte dasselbe Ergebnis. Da es 
jedoch in scharfem Gegensatz zu dem mit der manometrischen Technik 
erhaltenen stand, habe ich die nachtrigliche Aufnahme von CO, noch 
unter anderen Versuchsbedingungen mit NaHCO, gepriift. Es war 
immerhin méglich, daB durch die scharfe Anséuerung der Zellsuspension 
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auf py 1,0 die Produkte der CO,-Assimilation aus den Zellen entfernt 
worden waren. Vielleicht war es besser, den py-Wert nicht so tief ab- 
zusenken. 


Tabelle 5. Radioaktivitét der Bakterien bei Zugabe von CO, nach Nitratation 
(GefiB a) und Restatmung (Gefap b) 


Imp./min Imp./min Imp./min 
Manometer der Bakt. | der Bakt. Nulleffekt 
aus GefiB a | aus GefiB b des Gerates 
1 25 22 28 
2 27 26 
53 34 33 
4 33 30 


3. Versuche mit NaH C0, 
A. Nitritoxydation in Gegenwart von C0, 


Zunachst sollte untersucht werden, ob das C4O, aus NaHCO, wahrend der 
Nitritoxydation meBbar aufgenommen wird. Dazu wurden die GefaBe nach Tab. 6 
beschickt. Um das freie CO, zu entfernen, wurde zu Beginn des Versuchs der Hahn- 
beutel mit KOH fiir 31% Std an den Reaktionsraum des Warburg-GefaBes ange- 
schlossen und sodann diese Verbindung gesperrt. Unter kurzem Offnen des Capillar- 
stopfens kamen anschlieBend 27 jl einer 0,02007 m NaHCO,-Lésung in den Seiten- 


Tabelle 6. Fiillung der Warburg-GefaBe fiir den Versuch mit NaHCO, 


| GefiB a | Gefas b 
Hahnbeutel _| KOH KOH 
4,5 ml 4,5 ml 
Bakterien-Suspension Bakterien-Suspension 
GefaBraum 0,5 ml 0,5 ml 
0,003 m K,HPO,-Lésung 0,003 m K,HPO,-Lésung 

| mit 5,0 mg NaNO, mit 6,2 mg NaNO, 

Seitenansatz 27 ul 27 ul 


0,02007 m NaHC™O,-Lésung | 0,02007 m NaHC™O,-Lésung 


ansatz und wurden zusammen mit der Naihrlésung in den GefaiBraum gekippt. In 
GefaiB a war somit eine Nitritoxydation in Gegenwart von CMO, méglich, wahrend 
sich die Bakterien in der Kontrolle b zwar in einer CO, haltigen Lésung befanden, 
aber nicht oxydieren konnten. Nach Beendigung der Nitratation wurde jedes GefaB 
mit einem Hahnaufsatz zum Einschleusen von 1,0 ml 0,5%iger H,SO, versehen 
(Abb. 6). Dadurch fiel der py-Wert auf 2,5—3,0, alles retinierte C4O, wurde in 
Freiheit gesetzt und sofort abgesogen. Die Bakterien eines jeden GefaBes wurden in 
der schon geschilderten Weise auf Membranfiltern gesammelt und diesmal mit 
1,0 ml 0,59) iger H,SO, und aqua dest. gritndlich gewaschen. AnschlieBend erfolgte 
die Testung der Radioaktivitait der Zellen wie in den vorigen Versuchen. 


Dabei gaben die Bakterien nach Nitratation im Mittel 1054 Impulse/ 
min ab, die ruhenden und untitigen Bakterien dagegen nur 35 gegeniiber 
einem Nulleffekt von 31. Hiermit ist zum ersten Male ein unmittelbarer 
Beweis fiir die CO,-Assimilation von Nitrobacter gefiihrt worden. Alle von 
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fritheren Autoren (MnyErRHoF 1916, BOmEKE 1954) vorgebrachten Be- 
Weise waren zwar tiberzeugend, konnten sich jedoch in Anbetracht des 
Fehlens geeigneter MeBmethoden nur auf Indizien stiitzen. 


B. CO,-freie Nitritoxydation mit nachtriglicher C“O,-Gabe 

Nachdem nun die Eignung des NaHCO, als CO,- Quelle erwiesen war 
und auch die Saurebehandlung der Bakterien deren Radioaktivitat nicht 
beseitigt hatte, muBte gleichermaBen in folgendem Versuch verfahren 
werden, bei dem die gleiche Menge NaHCO, nach der Oxydation 
verabreicht wurde. Die GefaBfiillung entsprach Tab. 6. Wahrend die 
Nitratation in Gefai® a CO,-frei durchgefiihrt wurde (angeschlossener 
Hahnbeutel mit KOH), befanden sich auch die Bakterien in b unter 
CO,-Entzug. Nach vollzogener Oxydation wurde die Verbindung mit 
dem KOH unterbrochen und wie im vorigen Versuch NaHCO, in den 
Capillarstopfen-Ansatz gegeben. 

Bei mehrmaligem Hin- und Herkippen vermischte sich die geringe 
Menge Lésung mit der Suspension. Sodann blieben die GefaBe weitere 
3 Std in der geschiittelten Warburg-Apparatur. Die Aufbereitung der 
Zellen erfolgte anschlieBend, wie im vorigen Versuch angegeben. 


Tabelle 7. Radioaktivitdt der Bakterien bei Zugabe von CO, nach Nitratation 
(GefaB a) und Restatmung (Gefap b) 


Imp./min Imp./min Imp. /min 
Manometer der Bakt. der Bakt. Nulleffekt 
aus GefaiB a aus GefaB b des Gerates 
1 aii -— 31 
2 48 34 
3 35 35 
4 35 31 


Tab. 7 zeigt, daB auch bei dieser Art der Versuchsanstellung von einer 
- Radioaktivierung der Zellen keine Rede sein kann, denn die gemessenen 
Impulszahlen gleichen sowohl bei den Bakterien aus Gefaf a als auch bei 
~ denen aus b dem Nulleffekt des Gerates. Nitrobacter nimmt somit nach 
der Nitritoxydation kein CO, auf. Das Ergebnis entspricht demjenigen, 
das unter Verwendung von BaC"40, erhalten wurde. Da mit dieser 
Technik selbst Spuren von assimiliertem CO, hatten gefunden werden 
miissen, kann als sicher gelten, da Nitrobacter nicht in der Lage ist, nach 
Beendigung der CO,-freien Oxydation nachtraglich noch Kohlendioxyd 
zu assimilieren. 


IV. Die Ursachen der nachtraglichen CO,-Absorption 
bei den Warburg-Versuchen 
Auf Grund des zweifellos zuverlissigen Ergebnisses, das mit der 
Tracer-Technik erhalten wurde, erhebt sich die Frage: Wo ist bei den 


Warburg-Versuchen, in denen ganz ohne Zweifel eine nachtragliche 
10* 


mem 
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CO,-Aufnahme erfolgte, ein Fehler unterlaufen? Gibt es eine chemische 
oder physikalische Ursache dafiir, da8 nach der Nitritoxydation im 
Gefa8B a mehr CO, aufgenommen wird als im Gefaéf a des Kontroll- 
versuchs ? : 

Durch die Oxydation des Nitrits zu Nitrat verandert sich der py-Wert 
des Substrates in Gefai® a nicht meBbar gegeniiber dem in b. In beideng 
steigt er unter der Einwirkung der Kalilauge auf etwa px 8,0. Der frag-— 
liche Fehler kann somit nicht auf py-Unterschieden beruhen. AuBerdem — 
sind in beiden Versuchsansatzen (mit und ohne Nitratation) zu Beginn ' 
der nachtraglichen CO,-Aufnahme in Gefaé8 a und b aquivalente Mengen ~ 
von Nitrat vorhanden, so daf auch dieser Faktor als Fehlerquelle aus- — 
scheidet. Bisher wurde vorausgesetzt, daB wegen der Gleichheit der 
Versuchsbedingungen die Mengen des anorganisch gebundenen (reti- 
nierten) CO, in allen Ansiatzen und ebenfalls das rein anorganische 
Aufnahmevermégen fiir weiteres CO, annihernd gleich seien. Diese 
Voraussetzung kann aber auf Grund der Ergebnisse der Versuche mit der 
Warburg-Technik mit zweiseitigem Gaswechsel nicht zutreffen. Irgend-_ 
wo muBte ein Fehler liegen, der zur Ungleichheit der Bedingungen 
fiihrte. Es galt nun, diesen zu finden. 

Nach zahlreichen ergebnislosen Versuchen, auf die hier nicht naher 
eingegangen werden soll, stellte sich schlieBlich heraus, daB die erhéhte 
CO,-Aufnahme nach Nitratation von NaNO, eine Eigenschaft dieses | 
Salzes ist. Nitratations- und Kontrollansatz unterschieden sich nur durch — 
die Verwendung von 5 mg NaNO, im ersten und 6,2 mg NaNO, im zwei- 
ten Falle. Diese Salze muBbten allein die Differenz in der CO,-Aufnahme 
hervorgerufen haben. Ich priifte sie daher auf ihr Verhalten gegeniiber _ 
Lackmus und anderen Indicatoren. Dabei ergab sich, daf die Lésung von — 
NaNO, in aqua dest. gegen Lackmuspapier tiberraschenderweise alkalisch — 
reagierte, die von NaNO, neutral. In der gepufferten Nihrlésung ver- | 
schwand dieser Unterschied. Das von mir verwendete NaNO,-Priparat 
mufi demnach einen gewissen, wenn auch nur geringfiigigen Basen- 
uberschuB besitzen. Schon aus diesem Grund wird eine NaNO,-Lésung 
mehr CO, absorbieren kénnen als eine solche mit NaNO,. Auch sonst 
scheint das im Handel befindliche NaNO, nicht so sauber zu sein wie 
NaNO, (siehe Merck 1939). 

Die folgenden Versuche sollten daher feststellen, ob die unterschied- 
liche Alkalitat der Handelspraparate NaNO, und NaNO, die Diskrepanz 
der Ergebnisse nach der Warburg- bzw. Tracer-Technik herbeigefiihrt 
haben kénnte. Bei Beschickung der GefiiBe nach Tab. 2, jedoch mit 
abgetoteten Bakterien, zeigte das Differentialmanometer nach 7stiin- 
digem CO,-Entzug durch KOH zwar keine Druckanderung an. Auf 
der Arbeits- sowie auf der Kompensationsseite wurde offenbar dieselbe 
Menge CO, aus Gasraum und Suspension entfernt. Eine andere Frage 
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war jedoch, welche CO,-Mengen beide Lésungen (NaN O, und NaNO,) 


aus dem Gasraum mit Luft + 5° CO, aufnehmen kénnen. Hier war zu 
erwarten, da deren Mengen nicht tibereinstimmen wiirden. 


Tabelle 8. Fiillung der Warburg-Gefiape fiir den Versuch mit reinen Salzlésungen 


Nitratationsansatz Kontrollansatz 
GefaB a GefaB b GefaB a GefaB b 
GefaB- 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 
raum aqua bidest. mit | aqua bidest. mit | aqua bidest. mit | aqua bidest. mit 
5,0 mg NaNO, | 6,2 mg NaNO, | 6,2 mg NaNO, | 6,2 mg NaNO, 
Hahn- 
beutel KOH KOH KOH KOH 


Um diese Frage zu priifen, stellte ich folgenden Versuch an, bei dem 
jegliche Bakterientatigkeit ausgeschaltet war. Eine 0,015 m NaNO,- 
Loésung in aqua bidest., py 5,9 und die entsprechende 0,015 m NaNO,- 
Lésung, po 5,7 wurden nach Tab. 8 in die GefaéBe pipettiert. Sodann 
standen beide etwa 20 Std unter KOH-Einflu8. Im ibrigen wurde 
weiter verfahren wie in den friiheren Versuchen mit Bakterien. Zwar war 
der Druckabfall bei der nachtraglichen CO,-Aufnahme geringer, da von 
diesen ungepufferten Loésungen nur etwa 12541 CO, aufgenommen 
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Abb. 7. Druckiinderung bei CO,-Aufnahme durch reine Nitratlésungen im Kontrollansatz (h,) 

und durch Nitrit- und Nitratlésung im Nitratationsansatz (A.) ohne Bakterien. GefaBfillung nach 

Tab. 8. A. Ay = 6,8; he = 9,2; 4h = 2,4 mm Sperrfliissigkeit, B. hy = 6,5; hz = 9,8; 4k = 3,3 mm 
Sperrfliissigkeit 


wurden gegeniiber 380 ul (Abb. 2) durch die Bakteriensuspension. Die 
CO,-Aufnahme im GefaiS a mit Nitritlosung war jedoch groBer als im 
Kontrollansatz (Abb. 7A). Die Differenz 4h betrug umgerechnet 4,7 ul 
CO,. Das Ergebnis konnte an Hand neu angesetzter Losungen bestatigt 
werden (NaNO,-Lisung px 6,3; NaNO,-Losung px 6,1. Abb. 7B). Hier 
betrug die Differenz 6,4 wl CO,. Es kann somit kein Zweifel daritber 
bestehen, daB die NaNO,-Lésung mehr CO, aufnimmt als die NaNO,- 
Lésung. Die Bakterien sind an diesem Vorgang nicht beteiligt. Dafiir 
wurden im folgenden weitere Beweise beigebracht. 
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Tabelle 9. Fiillung der Warburg-Gefipe fiir den Versuch mit niederschlagsreicher 


Nahrlésung 
Nitratationsansatz Kontrollansatz 
GefaB a GefaB b GefaB a GefaB b 
4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 
GefaB- Nahrlosung Nahrlosung Nahrlésung Nahrlésung 
raum 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 
0,003 m K,HPO,-/0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,-|0,003 m K,HPO,- 
Loésung Lésung Lésung Loésung 
mit 5,0mg NaNO, |mit 6,2 mg NaNO,|mit 6,2mg NaNO,|mit 6,2mg NaNO, 
Hahn- 
beutel KOH KOH KOH KOH 


Die Nahrlésung, auf der sonst die Bakterien heranwuchsen, wurde 
unbeimpft genau so vorbehandelt, als ob sie Bakterien enthielte, sie— 
wurde zentrifugiert und in der tblichen Weise nach Tab. 9 in die 
Warburg-GefaiBe gegeben. Nach 20 Std CO,-Entzug entsprach der 
Druckabfall bei der anschlieBenden CO,-Aufnahme den friher erhaltenen 
Werten (Abb. 8). Die gréBere CO,-Aufnahme — im vorliegenden Fall 
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Abb. 8. Druckinderung bei CO,-Aufnahme im Kontrollansatz (2,) und im Nitracationsansatz (hg) 
ohne Bakterien. Gefibfiillung nach Tab. 9. hy = 13,0; hg = 16,5; 4k = 3,5 mm Sperrfliissigkeit 


6,8 ul — fand genau so wie in allen anderen Warburg-Versuchen im 
Arbeitsgefaif} a mit der Nitritlésung statt. Es bedarf also nicht der 
Nitritoxydation, um diesen Effekt hervorzurufen. Die Fehlerquelle liegt 
eindeutig in der Beschaffenheit des NaNO,. Das gleiche Ergebnis — eine 
zusatzliche CO,-Aufnahme bis zu 13,1 ul auf der Nitritseite — wurde 
erzielt, wenn die Suspensionen Bakterien enthielten, diese aber einen Tag 
vor Versuchsbeginn 15 min bei 1 atii autoklaviert, also getétet worden 
waren. 

Die Differenz Ah streute bei all diesen Versuchen im selben Bereich wie 
bei den Nitratations- und den Kontrollansatzen mit lebenden Bakterien. 
Daraus geht endgiiltig hervor, daB die gréBere CO,-Aufnahme nicht mit 
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einer Bakterientitigkeit zusammenhingt, sondern allein auf dem unter- 
schiedlichen chemischen Bindungsvermégen der Nitrit- und Nitratlosung 
beruht. Zufalligerweise entsprach diese GréBe dem etwa erwarteten 
Assimilationsvermégen der Bakterien. Wenn also die Warburg-Technik 
zunachst ein anderes Ergebnis brachte als die Tracer-Technik, so war 
dieser Widerspruch nur ein scheinbarer. Nitrobacter ist nach einer 
CO,-frei verlaufenen Nitratation auch unter Verwendung dieser Technik 
nicht befahigt, noch CO, zu assimilieren. 


V. Diskussion der Ergebnisse 


Die Versuche haben ergeben, da8 Nitrobacter in Abwesenheit von CO, 
die Nitritoxydation gleichmaBig bis zur Erschépfung des Nitrits 
durchfiihrt und da dabei kein Wachstum stattfindet. Das Fehlen von 
CO, wirkt sich offenbar nicht nachteilig auf den oxydierenden Enzym- 
komplex der Zellen aus. Nach Beendigung der Oxydation vermag der 
Nitratbildner jedoch keine mit der Warburg- oder Tracer-Technik 
meBbare Menge CO, zu assimilieren. 

Die Nitritoxydation kann also als Leerlaufreaktion vor sich gehen so 
wie die Thiosulfat-Oxydation bei Thiobacillus thiooxydans und Th. 
thioparus (K. u. K. 8. Baatsrup 1952) und die H,-Oxydation bei 
Hydrogenomonas (SCHLEGEL 1953). Die frei gewordene Oxydations- 
energie wird woméglich auch bei Nitrobacter unter diesen Bedingungen zu 
einem kleinen Teil in Form von energiereichem Phosphat gespeichert. 
Anscheinend jedoch ist dieses nachtraglich nicht mehr fiir die CO,- 
Assimilation zu mobilisieren. Vielleicht fehlt es aber auch an Reduktions- 
wasserstoff. Sollte H,O der H-Donator hierfiir sein, ergaibe sich die 
SchluBfolgerung, da die chemolytische Wasserspaltung nur so lange 
stattfindet, wie die Anorg-Oxydation dauert. Dann ware anzunehmen, 
da8 auch eine Speicherung des Reduktionswasserstoffs, etwa in Form von 
TPNH,, nicht méglich ist. Um diese Frage zu beantworten, miBten 
entsprechende Untersuchungen iiber den TPN- und Phosphatstoff- 
wechsel von Nitrobacter durchgefiihrt werden. Zu ihrer Klérung wiirde 
zweifellos P®2 gute Dienste leisten, ist doch die Nahrlésung von Nitro- 
bacter erheblich einfacher zusammengesetzt und leichter analysierbar als 
die von Thiobacillus. 

Nach ScuiEeceL (1954) ist das CO, ein ,,Intermediairkérper von ent- 
scheidender Bedeutung“. Es scheint auch fir die Aktivierung des Oxy- 
dationssystems von Nitrobacter wichtig zu sein (STUVEN u. ENE 1956). 
So findet bei Hydrogenomonas keine Anreicherung von energiereichen 
Phosphatbindungen statt, wenn CO, bei der H,-Oxydation nicht zugegen 
ist (ScHLEGEL 1954). Dementsprechend besteht die Méglichkeit, dab 
CO,-Entzug auch bei der Nitratation durch Nitrobacter nicht allein den 
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CO,-Reduktionsmechanismus, sondern dariiber hinaus die Phospho- 
rylierungsvorginge in der Zelle lahmt. Dann ist allerdings eine Energie- 
speicherung im Sinne von VocLEeR u. UmBREIT unméglich und damit 
auch eine nachtragliche CO,-Assimilation. 

Zum SchluB sei nochmals auf die Schwierigkeiten hingewiesen, die sich 
bei der Warburg-Technik in den Kontrollansatzen einstellten. Es war 
nicht méglich, sie derartig zu gestalten, daB sie genau so verliefen wie die 
Ansatze mit Nitratation. Die Vorgainge in der arbeitenden Versuchs- 
kultur waren hinsichtlich der CO,-Retention weder chemisch noch 
physikalisch in den Kontrollen befriedigend zu realisieren. So kam es zu 
der scheinbaren Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Warburg- 
und der Tracer-Technik. Anscheinend gelang es BAaLsRUD u. BAALS- 
RUD (1952), diese Verhaltnisse bei ihren Versuchen mit T'hiobacillus zu 
meistern. Offensichtlich war jedoch VOGLER (1942) nicht so erfolgreich, so 
daB er zu Ergebnissen gelangte, die die tatsachlichen Vorgiange ver- 
schleierten. 


VI. Zusammenfassung 


1. Nach der Warburg-Technik untersuchte Bakteriensuspensionen 
von Nitrobacter winogradskyi oxydierten in Abwesenheit von freiem 
CO, Nitrit zu Nitrat mit konstanter Geschwindigkeit. Es erfolgte weder 
Vermehrung noch trat eine Zellschadigung ein. 


2. Wurde den Zellsuspensionen unmittelbar nach Beendigung der 
CO,-frei verlaufenen Oxydation CO, angeboten, fand eine CO,-Ab- 
sorption statt, die gr6Ber war als in Suspensionen, die vorher geruht, d. h. 
nicht nitratiert hatten. 


3. Bei Nitratation in Gegenwart von CO, nahmen die Zellen in 
kurzer Zeit eine starke Radioaktivitét an, der Beweis, daB sie CO, 
assimilierten. 


4. Verlief die Nitritoxydation in Abwesenheit von CO, und wurde 
nach Beendigung derselben C!O, verabreicht, so blieb die Radioakti- 
vierung der Zellen aus, der sichere Beweis dafiir, daB eine nachtragliche 
CO,-Assimilation nicht méglich ist. 

5. Der Widerspruch in den Ergebnissen der Warburg-Versuche und 
der Versuche mit markiertem Kohlenstoff konnte geklart werden. Er 
beruhte darauf, dai das im Handel befindliche und zu den Versuchen 
benutzte NaNO, pro analysi mehr CO, absorbiert als das handelsiibliche 
NaNO, pro analysi. Dadurch wurde eine nachtragliche CO,-Assimilation 
der Bakterien vorgetiuscht. 


6. Aus der Unfihigkeit der Bakterien, nach voraufgegangener, CO,- 
frei verlaufener Nitritoxydation CO, zu assimilieren, wird der Schlu8 
gezogen, dali Nitrobacter nicht in der Lage ist, die durch Oxydation 
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gewonnene Energie zu speichern und fiir synthetische Vorgange nach- 
traglich zu verwenden. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. Enern, méchte ich fiir alle An- 
regungen und seine verstandnisvolle Unterstiitzung herzlich danken. Die Arbeit 
wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 
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(Aus dem Hygiene-Institut der Universitaét Mainz) 


Die Beeinflussung der Keimresistenz durch Penicillinase 


Von 
G. GILLISSEN* 


(Eingegangen am 28. Marz 1957) 


Untersucht wurde die Frage, ob eine in einem Medium vorhandene— 
Penicillinase (Pc-ase) die Resistenz von Staph. aureus gegen Antibiotica 
beeinfluBt. 

Verwendet wurde das Pc-ase-Praparat ,,Difco-Penase-Concentrate“ 
(Detroit, Michigan, Control 429133), wovon 1 ml bei einer Einwirkungs- — 
zeit von 2 Std bei Zimmertemperatur 5x 10° E Penicillin (Pc) inakti- 
vieren soll (= 510° Pce-ase Einheiten). Zu Versuchsbeginn besafi das 
Praparat, wohl bedingt durch den Transport, nur noch 3000 E Pc-ase, . 
wenn zur Testung die konstante Temperatur von 37° C und eine Ein- 
wirkungszeit auf Pe von 60 min gewahlt wurde. Die Angabe, daf das 
Praparat fiir Mikroorganismen — hier speziell fiir Staph. awreus — nicht 
toxisch und steril sei, wurde bestitigt. Die Untersuchung der Thermo- | 
labilitaét ergab, daB durch 5 und selbst durch 3 min langes Erhitzen des 
1:10 mit Aqua dest. (px 7,4) verdiinnten Praparates auf 100° C die 
Pc-ase zerstért und durch 6 Std bei 37° C um etwa ?/, inaktiviert wird. 

Die Austestung von Streptomycinsulfat- und Terramycinlésungen 
verschiedener Konzentrationen mit gleichen Volumina von aktiver und 
hitze-inaktivierter Pc-ase im Auxanogramm-Verfahren unter Standard- 
bedingungen (GILLISSEN 1954) nach vorhergehender Inkubation (60 min, 
37° C) ergab keine Inaktivierung der Antibiotica durch Pe-ase. 

Als Testkeime wurden verwendet der Pe-sensible (0,04 E Pc) Staph. 
aureus Sg d11 (Se) und ein Pc-resistenter (um 5000 E Pe) Staph. aureus 
(Re). Der auf Subkulturen eintretende Resistenzschwund wurde beriick- 
sichtigt und die Vergleichsversuche in genau der gleichen Weise an- 
gesetzt. 

Die quantitative Bestimmung der Pc-ase-Bildung des Re-Stammes wurde wie 
folgt durchgefiihrt: In einem Vorversuch ergab die durch 2/,-Sattigung mit Aceton 
erhaltene und dann getrocknete Ausfallung von Difco-Penase-conc. nach Auf- 
nehmen mit M/150 Phosphatpuffer pq 7,2 eine wirksame Pe-ase. Entsprechend 
wurde die Ausfallung aus einer 20stdg. Re-Kultur (Bouillon ohne Glucose-Zusatz) 
mit der Halfte des urspriinglichen Volumens an M/150 Phosphatpuffer py 7,2 auf- 


genommen und mit demselben Puffer weiter verdiinnt. Jede Verdiinnungsstufe 
wurde zu gleichen Teilen mit Pe-Lésung (2,0 E Standard-Pe/ml) versetzt und nach 


* Mit der technischen Assistenz von Fraulein E. Hrvset. 
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einer Inkubation von 60 min bei 37° C mit dem Auxanogramm-Verfahren (Loch- 
test) gegen Se ausgetestet. Die Berechnung der vorhandenen Pc-Konzentration 
erfolgte entsprechend dem Hemmhofradius nach Bestimmung des Diffusions- 
koeffizienten der Agarcharge (GiuiIssENn 1954). Damit wurde die im Mittel inakti- 
vierte Pc-Menge nach Abzug des Pc-Verlustes durch das gekochte Praparat, be- 
zogen auf 1 ml der urspriinglichen Kultur, ermittelt. Danach enthielt die Kultur 
51 Pec-ase E/ml. 

Das Kulturfiltrat (Asbestfilter — Seitz —) einer 6, 12, 24, 48 und 72stdg. Re- 
Kultur war Pc-ase-frei, was den Versuchen mit verdiinnter Difco-Penase entsprach. 

Die Untersuchung des Pc-ase-Einflusses auf die Keimresistenz durch 
Zugabe von Pe-ase zum Testmedium ist gegen Pe nicht moglich, wohl 
aber gegen andere Antibiotica wie z. B. gegen Streptomycin oder Ter- 
-ramycin. Deswegen wurden im Dilutionstest die Stémme Se und Re 
gegen diese Antibiotica in Gegenwart von aktiver bzw. Hitze inakti- 
vierter Pc-ase (Pc-ase-Bouillon = 1 : 4) mit einer Impfdosis von 10? Kei- 
men aus der log. Wachstumsphase je ml (Endkonzentration) ausgetestet. 
In Tab. 1 sind die mittleren Bakteriostasewerte zwischen der nach 
20stdg. Bebriitung gut bewachsenen und nicht bewachsenen Verdiin- 
nungsstufe angegeben. Nach den in Tab. 1 wiedergegebenen Ergebnissen 
scheint Pc-ase nur die Resistenz von Re, nicht aber die von Se gegen 
Streptomycin und Terramycin zu mindern. 


Tabelle 1. Resistenzbestimmung in Gegenwart von Pc-ase 


Teststamm Pe-ase Antibioticum malplere uel emie te 
Se aktiv Streptomycin 0,562 
Se inaktiv Streptomycin 0,562 
Se aktiv Terramycin 0,140 
Se inaktiv Terramycin 0,140 
Re aktiv Streptomycin 4500,00 
Ke inaktiv Streptomycin >6000,00 
Re aktiv Terramycin 46,87 
Re inaktiv Terramycin 93,75 


Zur Frage, ob eine solche Resistenzminderung noch nach einer wei- 
teren Subkultur ohne Pe-ase-Zusatz nachweisbar ist, wurden die Stamme 
Se und Re in 3 Bouillonpassagen (1,0 ml) unter Zugabe von 1,0 und 
0,5 ml aktiver bzw. Hitze-inaktivierter Pc-ase in 24 Std geziichtet und 
dann bei einer Impfdosis von 10? und 10° Keimen je ml im Dilutionstest 
gegen Pc, Streptomycin und Terramycin ausgetestet. Kine Resistenz- 
minderung durch Pe-ase war nicht in jedem Fall zu beobachten. 

Da bei beiden Versuchsserien die Streubreite der Ergebnisse nicht 
erfaBt wurde und die Resistenzminderung im Hinblick auf die geometri- 
schen Verdiinnungsstufen des Dilutionstestes relativ klein ist, wurde zur 
Absicherung der Resultate die Variationsbreite der Resistenz der Keim- 
population ermittelt und die Ergebnisse mit Students-t-Test (SNEDECOR 
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1953) verglichen. Jeder in Tab. 2 beschriebene Versuchsansatz wurde 
fraktioniert auf Agar ausgestrichen und dann 200 Kolonien auf Schrag- 
agar isoliert. Eine weitere, 20 Std alte Subkultur in Bouillon wurde von 
jedem dieser Stémme nach Verdiinnung 1: 100 mit frischer Bouillon 
als Medium zur Resistenzbestimmung gegen Pe in iiblicher Weise ver- 
wandt. Bei jedem der je Versuchsansatz durchgefiihrten 200 Teste wurde 


Tabelle 2. Vergleich der mittleren Keimresistenz nach Beeinflussung durch Pc-ase 


Hu Statistischer Vergleich 
Versuchsansatz a+s.d. ee t | Pp 
1. Se von Schragagar in 4,0 ml 
Bouillon + 1,0 ml phys. 0,0518 122 2,5894 < 0,02 
NaCl-Lésung + 0,0151 (> 0,01) 
2. wie — 1 —, jedoch 1,0 ml 
Pc-ase statt phys. NaCl- 0,0552 
Lésung + 0,0107 
3. wie — 1 —, jedoch 1,0 ml 
inaktivierte Pc-ase statt phys. 0,0554 2:3 0,0733 0 ai 
NaCl-Lésung + 0,0370 
Anm. zu 2 und 3: Der Agar 
zur Isolierung enthalt 20 Vol% Nach Anwendung 
aktiver bzw. inaktivierter des Chauvenetschen > 0,1 
Pec-ase | Kriteriums: 
4. Re aus Bouillon: 4,0 ml Bouil- 
lon ++ 1,0 ml aktive Pc-ase 
-+ 1,0 ml Keimsuspension 6356,25 4:5 3,115 < 0,01 
(Endkonz. = 104 Keime je ml). + 1842,91 (> 0,001) 
Nach 6 Std Zugabe von 1,0 ml 
aktiver Pc-ase 
5. wie — 4—, jedoch inaktivierte 6881,25 
Pc-ase statt aktiver Pc-ase + 1514,16 
6. Se in Bouillon ohne Zusitze 0,0752 6:7 11,6905 < 0,001 
-- 0,0340 
7. Se in Filtrat einer 24 Std alten 0,1485 6:8 10,802 < 0,010 
Re-Bouillon-Kultur + 0,0819 
8. Se in Filtrat einer 72 Std alten 0,1510 7138 0,2849 > 0,1 
Re-Bouillon-Kultur + 0,0932 
9. Se in autoklaviertem (20 min 0,1162 6:9 8,2222 < 0,001 
120° C) Filtrat einer 24 Std + 0,0613 
alten Re-Bouillon-Kultur 739 4,5077 < 0,001 


als Grenzkonzentration der Bakteriostase die mittlere Konzentration 
in E Pe/ml zwischen den Stufen mit vélliger Wachstumshemmung und mit 
deutlich sichtbarem Keimwachstum bei 20stdg. Bebriitung angesehen. 

Aus Tab. 2 ist zu entnehmen, daB der Pe-sensible Stamm Se durch 
Pe-ase keine statistisch signifikante Resistenzminderung gegen Pc er- 
fahrt (Versuch 2 und 3), wohl aber der Pc-resistente Stamm Re (Versuch 4 
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und 5), wenn man als Kriterium fiir die Signifikanz eine Wahrschein- 
: lichkeit von 1% fiir die Zufallsbedingtheit der Resistenzminderung 
-wahlt. Hingewiesen sei darauf, da8 alle Ergebnisse mit Keimen nach 1 
bzw. 2 Subkulturen ohne Pc-ase-Zusatz gewonnen wurden. 

Durch Zugabe des Pe-ase-Praéparates zum Medium tritt eine — eben- 
falls nach Subkultur in Medien ohne diesen Zusatz — demonstrierbare 
statistisch signifikante Resistenzzunahme ein, wenn man hier erlaubter- 
weise als Kriterium fiir die Signifikanz 2°, fiir die Zufallsbedingtheit der 
Differenz annimmt. Dies entspricht bekannten Angaben tiber den Ein- 
flu8 der Zusammensetzung des Mediums auf die Resistenz (GALE 1953, 
SMOLENS u. Voer 1953). Verglichen wurden aber die Stamme nach Zu- 
gabe von aktiver und Hitze-inaktivierter Pc-ase-Praparation. 

Bestiinde der mégliche Einwand zu Recht, daB die Resistenzminderung 
des Re-Stammes unter dem Einflu8 der aktiven Pc-ase auch durch die 
Anwesenheit anderer Fermente (TULASNE u. VENDRELY 1947), die die 
resistenzsteigernde Qualitaét des Pc-ase-Praéparates mindern kénnte, 
zustande kame, dann mii&te auch der mit aktivem Pc-ase-Praparat be- 
handelte Se-Stamm im Verhaltnis zur Kontrolle (Verwendung von Hitze- 
inaktiviertem Pc-ase-Praparat) eine Resistenzminderung zeigen. Gegen 
einen solchen Einwand spricht auch das Ergebnis von Versuch 6—9, 
wonach das (Pc-ase-freie) Filtrat einer 24 bzw. 72 Std. alten Re-Kultur 
(Bouillon) eine gréBere Resistenzsteigerung gegentiber dem Leerver- 
such bewirkt als das erhitzte Filtrat. 


Zusammenfassung 


Ein aktives Penicillinase-Praiparat bewirkte im Vergleich zu einem 
Hitze-inaktivierten Praparat unter den gleichen Bedingungen eine Resi- 
stenzminderung bei statistischer Auswertung der Variationsbreite der 
Penicillinresistenz eines resistenten Stammes von Staph. aureus. Dies 
war nicht der Fall bei Verwendung eines Penicillin-sensiblen Stammes. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie in Jena 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin) 


Beitrage zur Cytologie der Blaualgen 
IV. Mitteilung 


Vergleichende elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Substruktur 
einiger Hormogonales 


Von 
W. NIKLOWITZ und G. DREWS 


Mit 19 Textabbildungen 
(Hingegangen am 31. Mérz 1957) 


In der ersten Mitteilung zur Cytologie der Blaualgen (NIKLOWITZ u. 
Drews 1956) konnten wir auf Grund unserer elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen iiber einige Beobachtungen zum Aufbau von Membran 
und Scheide von Phormidium uncinatum berichten. Ferner konnte nach- 
gewiesen werden, daB bei dieser Art das gesamte Chromatoplasma aus 
submikroskopischen Lamellen aufgebaut ist. 

Diese Ergebnisse gaben den AnlaB, eine gréBere Anzahl von Blau- 
algenarten zu untersuchen, um festzustellen, inwieweit jene Beob- 
achtungen auch fiir andere Arten aus der Ordnung der Hormogonales 
Allgemeingiiltigkeit besitzen. 

Ferner sollen in dieser Mitteilung Beobachtungen zur Substruktur 
des Centroplasmas mitgeteilt werden; denn die Frage nach den Kern- 
aquivalenten ist nach wie vor das Hauptproblem in der Cytologie der 
Cyanophyceenzelle. Nach GErrTLER (1955a) ,,148t sich im Groben das 
Centroplasma oder sein innerer Teil als Kernaéquivalent ansehen. Uber 
den feineren Bau herrscht aber noch keine Klarheit*. 

Unsere elektronenmikroskopischen Beobachtungen an ultradiinnen 
Schnitten sollen in Verbindung mit den schon mitgeteilten lichtmikro- 
skopischen Untersuchungsergebnissen (s. DREws u. NrkLowrrz 1956, 
IT. u. IIL. Mitt.) einen Versuch darstellen, durch Beobachtung und Be- 
schreibung weiterer Kinzelheiten diesem Problemkreis naher zu kommen. 


Material und Methoden 


Fiir die folgenden Beobachtungen wurden nachstehende Arten aus der Ordnung 
der Hormogonales untersucht: Phormidium frigidum Fritsch, Phormidium retzii 
Gom. und Oscillatoria limosa Ag. aus der Familie der Oscillatoriaceae, ferner Anabaena 


variabilis Kitz und Oylindrospermum licheniforme Kiitz aus der Familie der Nosto- 
caceae. 
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Uber die Methoden der Praparation fiir die elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen haben wir in der ersten Mitteilung ausfiihrlich berichtet (NIKLOWITZ u. 
Drews 1956). Die Ultradiinnschnitte wurden ausschlieBlich mit einem selbstent- 
wickelten Ultramikrotom! (NrkLowirz 1955) hergestellt?. Das Einbettungsmittel 
wurde zur elektronenmikroskopischen Untersuchung nicht entfernt. Die Ultra- 
diinnschnitte wurden mit einem elektromagnetischen Ubermikroskop fiir 40 bis 
100 kV (Werk fiir Fernmeldewesen ,, WE, Berlin-Oberschéneweide) untersucht 
und auf Elektronenplatten bzw. Kontrastplatten (Agfa-Wolfen) aufgenommen?, 


Ergebnisse 


Beim Studium der Ultradiinnschnitte von Blaualgen kann je nach 
der untersuchten Art eine mehr oder weniger deutliche Gliederung des 
Protoplasten der vegetativen Blaualgenzelle beobachtet werden, wie 
dies schon aus lichtmikroskopischen Untersuchungen bekannt ist (zu- 
sammenfassende Literaturangaben bei GEITLER 1932, 1936; DrawErt 
1949 und v. Zasrrow 1953). Der periphere Plasmabezirk der Zelle, der 
Bereich also des Chromatoplasmas, der nach auBen durch die Zell- 
wand begrenzt wird, geht unmittelbar in den zentralen Bereich, in das 
Centroplasma (Definition siehe DREws u. Nrkuowrrz 1956, II. Mitt.) 
tiber. Zwischen diesen beiden sich funktionell und auch strukturell 
unterscheidenden Zellbezirken kommt es nicht zur Ausbildung einer 
distinkten Abgrenzung in Form einer Grenzschicht oder definierbaren 
Membran. 

Wahrend wir zunachst tiber die submikroskopische Organisation und 
den Feinbau des Chromatoplasmas berichten, sollen daran anschliefend 
die Beobachtungen zur Substruktur des Centroplasmas mitgeteilt werden. 


Chromatoplasma 


Das charakteristische submikroskopische Strukturelement des Chro- 
matoplasmas bilden Lamellen, die zu Lamellensystemen aggregiert sind 
und neben den schon naher beschriebenen Granula (II. u. III. Mitt.) 
als wohlorganisierte Plasmadifferenzierungen besonders auffallend in 
Erscheinung treten. In der Anordnung und auch im Feinbau der La- 
mellen unterscheiden sich die einzelnen Arten und Familien voneinander, 
wie sie im nachfolgenden naher beschrieben und verglichen werden 
sollen. 

Bei Phormidium frigidum umgeben die Lamellen konzentrisch das 
Centroplasma, wie man dies im Querschnitt erkennen kann, wobei sie 
gleichzeitig eine Anordnung zu einzelnen Paketen, meist zwei, erkennen 


1 Die Fertigung und den Vertrieb dieses Ultramikrotoms hat die Fa. Georg 


Jacob, Leipzig C 1, ReichsstraBe 21, itbernommen. 
2 Fir die Herstellung der Ultradiinnschnitte danken wir Frl. Waurravt Hinpert, 


8 Fiir die Anfertigung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen danken wir 
Herrn GERHARD WACHSMUTH. 
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lassen, wie es Abb. 1 und Abb. 2 zeigen. Auf Langsschnitten sieht man, 
da® die Lamellen in der Langsrichtung der Zelle verlaufen und einander 
parallel zugeordnet sind (Abb. 3). Die Anzahl der Lamellen betragt in 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb>1. Phormidium frigidum. Querschnitt. Chromatoplasma mit 2 Lamellenpaketen und Verbin- 
dungsstellen der einzelnen Lamellen (im Bild rechts). Centroplasma mit feinkérniger Struktur. 
(Alle Aufnahmen sind bei einer OriginalvergréBerung von 8700:1 aufgenommen und zusitzlich 
nachvergréBert. Der Strich auj allen Abbildungen entspricht einer Lange von 0,5 ) 


Abb. 2. Phormidium frigidum. Querschnitt. Centroplasma mit gréBeren granuliren Hinschliissen 
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Abb. 3. Phormidium frigidum. Lingsschnitt. 
Zelle rechts mit Centroplasma und kettenférmigen Strukturen ( f ) 


Abb. 4. Phormidium retzii. Querschnitt. Lamellen des Chromatoplasmas im Bereich der Querwand 


jedem Paket vier. Ferner kann man auf Querschnitten beobachten, dak 
jeweils an den Berihrungsstellen dieser Pakete die einzelnen Lamellen 
eines Paketes gesetzmaBig verbunden sind. Danach scheint es, als ob 
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die 4uBerste in die innerste und die beiden in der Mitte liegenden La- 
mellen ineinander iibergehen, wie dies fiir die mittleren Lamellen auf 
der Abb. 1 deutlich gezeigt werden kann. 

Die Anordnung der Lamellen des Chromatoplasmas bei Phormidium 
retziv ist dieselbe, wie wir sie schon fiir Ph. uncinatum beschrieben haben 
(I. Mitt.). Die Lamellen verlaufen bei dieser Art im Querschnitt radial 


Abb. 5. Phormidium retzii. Langsschnitt. 
Das Centroplasma wird allseitig vom lamellierten Chromatoplasma umgeben. 
Centroplasma mit ,,Vacuolen‘‘ oder ,,Kanilen‘ (K) und kettenférmigen Strukturen (C) 


Abb. 6. Phormidium retzii. Tangentialschnitt. 
Lamellen des Chromatoplasmas mit granulaartigen Verdickungen 


(Abb. 4) — im Gegensatz zur oben beschriebenen Art — und sind gleich- 
falls zu gré®eren Einheiten aggregiert. Im Langsschnitt (Abb. 5) und 
insbesondere in Tangentialschnitten (Abb. 6) oder Schragschnitten 
(Abb. 7) ist auch bei diesem Objekt wieder die parallele Schichtung der 
Lamellen zu erkennen. Die Anzahl der Lamellen, an Querschnitten aus- 
gezahlt, betragt ungefaéhr 80. 

Trotz der gezeigten Anordnung und Aufgliederung zu einzelnen 
Lamellenpaketen ist fiir die Organisation des Chromatoplasmas der 


Gattung Phormidium charakteristisch, daB der Bereich des Chromato- 
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plasmas einen mehr oder weniger geschlossenen, kompakten Bezirk 
in der Zelle bildet. Das Chromatoplasma umgibt entweder als ein 
Hohlzylinder das Centroplasma, wie es bei Ph. frigidum der Fall ist, 


Abb. 8, Oseillatoria limosa, Liingsschnitt. Lamellierte Cytoplasmaschollen des Chromatoplasmas 
AuBere Liingsmembran mit Poren (?) 


oder es umgibt das Centroplasma allseitig, wie bei Ph. retzii. Bei Ph. 
uncinatum (I, Mitt.) ist, bedingt durch die verzweigte, strangformige 
Anordnung des Centroplasmas, das Chromatoplasma in allen Stellen 
der Zelle anzutreffen. 


Beitrage zur Cytologie der Blaualgen 155 


Das Chromatoplasma von Oscillatoria limosa zeigt im Gegensatz 
zu den Phormidiwm-Arten eine lockere Gliederung und nicht eine 
ausschlieBliche Zuordnung zu den peripheren Bereichen der Zelle. Bei 
dieser Art ist vielmehr das Chromatoplasma schollig aufgeteilt (Abb. 8). 
Dazwischen kann man hellere, elektronenoptisch fast leere Bereiche 
erkennen, die besonders gehaduft an den Querwanden liegen. Diese 
hellen Zwischenraume sind von einer 
nur schwach elektronenstreuenden 
Grundsubstanz erfiillt (Abb. 9), die 
einen feingranularen Aufbau zeigt. 


Abb. 9 Abb. 10 
Abb. 9. Oscillatoria limosa Langsschnitt (Ausschnitt). Lamellierte Cytoplasmabriicken, 
Hellere Bereiche mit einer feinen Grundstruktur 


Abb. 10a. Oscillatoria limosa (Ausschnitt). 
Granulaartige Verdickung der Lamellen des Chromatoplasmas 


Abb. 10b. Phormidium retzii (Ausschnitt). 
Granulaartige Verdickung der Lamellen des Chromatoplasmas 


Bedingt durch diese inselartige Verteilung der aus Lamellen gebildeten 
Chromatoplasmabereiche, zeigt daher die Zelle in der Gesamterscheinung 
eines Langsschnittes eine zerkliiftete Organisation. Die einzelnen 
Schollen stehen durch cytoplasmatische Briicken, die wiederum lamel- 
liert sein kénnen, miteinander in Verbindung (Abb. 8, 9). Nur in 
den unmittelbaren Bereichen der Langsmembranen bildet das Chromato- 
plasma eine zusammenhangende Plasmazone. 

Die bei diesen oben beschriebenen Arten der Oscillatoriaceen  auf- 
gezeigten Unterschiede in der Organisation und Anordnung der Lamellen 
deuten auf einen Zusammenhang zwischen den Langen- und Breiten- 
verhaltnissen der einzelnen Zelle hin. Ob diese Lokalisationsverhaltnisse 
allerdings gesetzmaBig sind, miissen weitere, auf breiterer Basis durch- 


gefiihrte Untersuchungen ergeben. 
ile 
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Zum Feinbau der einzelnen kontrastreichen Lamelle ist als ein be- 
sonderes Charakteristikum hervorzuheben, dafi sie granulaartige Ver- 
dickungen besitzen, wie dies die Abb. 10a und 10b zeigen (vgl. auch 
Ph. uncinatum, I. Mitt.). Myers u. Mitarb. (1956) haben ahnliche Beob- 
achtungen beider Rotalge Griffithsia flosculosa beschrieben undabgebildet. 


Tabelle 1. Gréfenordnungen der Lamellen des Chromatoplasmas einiger Oscillatoriaceen 


| 4} @ @ 
der Pratt | der Lamellen der der Zwischen- 
Verdickungen | Verbindungsstiicke | schichten 
Ph. uncinatum* 210 A | 120 A 200 A 
Ph. frigidum _ 120 A 200 A 
Ph. retzii 230 A 120 A 200 A 
Osc. limosa 360 A 180 A 300 A 


1 NrkLowi1tz-Drews (1956) I. Mitt. 


Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB die Di- 
mensionsverhaltnisse der Lamellen und Granula mit denen von Ph. 
uncinatum fast tibereinstimmen. In der Tab. 1 wurden zum Vergleich 
die GréBenordnungen der Lamellen des Chromatoplasmas der Vertreter 
der untersuchten Oscillatoriaceen zusammengefabt. 

Bei Ph. frigidum ist diese Erscheinung nicht so stark ausgeprigt. 
Hier scheinen die Lamellen alternierend nur auf einer Seite erweitert zu 
sein, so daB sie schlieBlich im Liings- 
schnitt als ein leicht gewelltes Band 
zu erkennen sind (Abb. 3). 


Abb. 11, Abb, 12. 
Phormidiun retzii (Ausschnitt), Erkliirung s. Text Oscillatoria limosa (Ausschnitt). Erklirung s, Text 


In bestimmten, bei den einzelnen Objekten aber verschiedenen Schnitt- 
richtungen durch das Chromatoplasma kénnen wir beobachten, daB 
auBerdem die Kinzellamelle gelegentlich gefaltet erscheint, wie dies fiir 
Ph. uncinatum (1. Mitt., Abb. 1), bei Ph. retzii (Abb. 11) und am aus- 
gepragtesten bei Osc. limosa (Abb. 12) in Erscheinung tritt. 

Bei Osc. limosa bekommen wir, in Abhangigkeit von der Schnitt- 
richtung, verschiedene Erscheinungsbilder. Die Tatsache einer Faltung 


Beitrage zur Cytologie der Blaualgen 157 


der Lamellen ist bei dieser Art am deutlichsten ausgepragt. Man hat 
manchmal den Kindruck, als ob eine Einzellamelle ein alternierend ge- 
faltetes Band bildet (Abb. 12), wie es bei den anderen beschriebenen 
Arten nur schwach ausgebildet ist. Haufig sind diese Lamellen bei 
Osc. limosa zu einem zusammenhingenden System aggregiert und er- 
scheinen in einer gewissen Schnittrichtung als Rautenmuster (Abb. 13). 
Andererseits kénnen die Lamellen auch als parallel geschichtete La- 
mellenpakete beobachtet werden (Abb. 8). 


Abb. 13. Oscillatoria limosa (Ausschnitt). Erklirung s. Text 


Wahrend wir bei den Oscillatoriaceen eine gewisse lineare Anordnung 
in der Schichtung der Lamellen erkennen kénnen, herrschen dagegen 
bei den Nostocaceen grundsatzlich andere Verhaltnisse. Die Erscheinung, 
da das Chromatoplasma sich als ein einheitlicher und ziemlich ge- 
schlossener Zellbezirk manifestiert, ist bei den Nostocaceen z.T. starker 
ausgepraigt. Einen weiteren augenscheinlichen Unterschied zu den 
Oscillatoriaceen bildet die Tatsache, da die Anordnung der Einzel- 
lamellen zueinander in der Zelle eine vollig andere ist. 

Das Erscheinungsbild des Chromatoplasmas von Anabaena variabilis 
kann von Zelle zu Zelle wechseln (entsprechend den lichtmikroskopischen 
Ergebnissen). In einem Fall sind die Lamellen strahlig radiair angeordnet, 
wie es die Abb. 14 zeigt. Dabei weichen die einzelnen Lamellen an einigen 
Stellen auseinander. Es entsteht so ein Lakunensystem, wie dies fiir die 
Familie der Nostocaceen charakteristisch ist. Zum anderen kann das 
Chromatoplasma aus lauter ineinander verschlungenen Lamellen- 
systemen bestehen (Abb. 14), die z.T. geschlossene Rohrensysteme 
bilden kénnen (Abb. 15). 

Ahnliche Organisationsverhaltnisse finden wir auch bei Cylindro- 
spermum licheniforme (Abb. 16). Nur kommt bei dieser Art als weiteres 
hinzu, daB hier besonders in Tangentialschnitten die Lamellen auch 
eine parallele Schichtung aufweisen konnen. 

Der Feinbau der Einzellamelle der Vertreter aus der Familie der 
Nostocaceen ist ebenfalls grundsitzlich anders, als wir ihn fiir die 
Vertreter aus der Familie der Oscillatoriaceen beschrieben haben. Die 
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Tatsache, da die Einzellamellen in einzelnen Partien auseinander- 
weichen, liBt eindeutig die Bestimmung einer solchen Einheit zu. Die 
Identifizierung einer Einzellamelle aus Schnitten, bei denen sie inein- 
ander verschlungen sind, ist allerdings recht schwierig. 


Abb. 14. Anabaena variabilis Lingsschnitt. 
Anordnung der Lamellen des Chromatoplasmas, das das Centroplasma allseitig umgibt 


Abb. 15. Anabaena variabilis, Liingsschnitt. Lamellen des Chromatoplasmas zum Teil réhrenformig. 
Im Centroplasma die sogenannten ,,groBen Hinschliisse‘* 


Die Einzellamelle bei Anabaena variabilis besteht aus zwei kontrast- 
reichen Schichten, die 140 A dick und 100 A voneinander entfernt sind. 
Diese Lamellen sind durch ebenso kontrastreiche interlamellare Briicken 
verbunden (Abb. 17), die 200 A dick sind. 

Dieselben Feinbauverhiltnisse finden wir auch bei Cyl. licheniforme. 
Nur sind die interlamellaren Briicken hier nicht so scharf und z. T. nur 
unvollstindig ausgebildet (Abb. 18a und 18b). 
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Als wichtigstes Ergebnis obiger Untersuchungen sind die Beob- 
achtungen zu werten, da das Chromatoplasma aller untersuchten Arten 
aus der Ordnung der Hormogonales im submikroskopischen Bereich aus 
Lamellensystemen besteht. Diese Tatsache ist in bezug auf die 


Abb. 16. Cylindrospermum Vicheniforme. Lingsschnitt. Lamellenstruktur des Chromatoplasmas. 
Centroplasma mit den sogenannten ,,groBen Hinschliissen“‘ 

Organisation des Chromatoplas- 

mas und die Verteilung der Assi- 

milationspigmente der Blaualgen 

von grundlegender Bedeutung. 


Abb. 17. Anabaena variabilis. (Ausschnitt.) Abb. 18au.b. Cylindrospermum licheniforme. 


Feinstruktur der Lamellen. Interlamellare (Ausschnitte.) Lamellen des Chromatoplasmas mit 
Briicken ( ¢ ) unvollstiindigen interlamellaren Briicken 


Wahrend Gerrier (1955) im Handbuch der Pflanzenphysiologie noch 
schreibt ,,Die Assimilationspigmente sind nicht an Plastiden gebunden, 
sondern in einer analogen undifferenzierten Struktur, dem peripheren 
Chromatoplasma enthalten. Plastiden fehlen tiberhaupt™, so konnten wir 
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durch unsere Untersuchungen mit Hilfe ultradiinner Schnitte nachweisen, 
daB, wie bei allen anderen autotrophen und assimilationspigmentfithren- 
den Organismen!, auch das Chromatoplasma der Blaualgen eine lamellige 
Substruktur besitzt (Foca 1956). Inwieweit wir ahnliche Verhaltnisse 
bei den anderen Vertretern der Cyanophyceen — insbesondere bei den 
Chroococcalen — finden, miissen weitere Untersuchungen ergeben. Auf 
Grund unserer cytomorphologischen Untersuchungen kénnen wir jedoch 
mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit feststellen, dafS bei allen chloro- 
phyllfithrenden Organismen (NrkLowiTz u. Drews 1955) die Assi- 
milationspigmente an submikroskopische Lamellensysteme gebunden 
sind (NrkLowiTz 1956). Diese SchluBfolgerung gewinnt besonders im 
Hinblick auf die physiko-chemischen Prozesse des Photosynthesecyclus 
an Bedeutung, da nach Cavin (1956) ,,das Chlorophyll photochemisch 
nicht als einzelnes Molekiil reagiert, sondern als organisiertes Aggregat in 
Funktion tritt*. 


Centroplasma 


Das Centroplasma ist, wie schon oben erwahnt wurde, durch keine 
distinkte Grenzschicht vom Chromatoplasma getrennt; sondern beide 
Plasmabereiche gehen mehr oder weniger kontinuierlich ineinander tiber. 
Diese beiden Zellbereiche lassen sich lediglich dadurch unterscheiden, 
daB das Centroplasma als ein mehr oder weniger geschlossener und zum 
groBen Teil homogen aufgebauter Zellbereich erscheint, in dem die fiir das 
Chromatoplasma beschriebenen typischen Lamellen fehlen. Der Begriff 
des Centroplasmas soll in diesem Zusammenhang daher nur als topo- 
graphische Bezeichnung fiir diese zentralen Zellzonen angewandt werden 
(s. II. Mitt.). Im folgenden werden die Beobachtungen iiber die Anord- 
nung im Gesamtgefiige der Zelle, ttber den Feinbau und iiber die Struktur 
der groBen Kinschliisse (s. III. Mitt.) aufgezeigt. 

Bei den Oscillatoriaceae k6nnen wir auf Grund unserer Untersuchungen 
drei charakteristische Lokalisationsverhaltnisse des Centroplasmas fest- 
stellen, wie dies auch schon aus lichtmikroskopischen Untersuchungen 
bekannt ist (Lit. s. oben). 1. Kinmal kann das kompakte und geschlossene 
Centroplasma den gesamten, in der Zellmitte gelegenen Bereich aus- 
fiillen, wobei es bis zu den jeweiligen Querwénden reicht. Diese Ver- 
haltnisse sind fiir Ph. frigidum gegeben (Abb. 1,3). 2. Zam anderen 
bildet der Bereich des Centroplasmas eine geschlossene und kompakte 
Zellzone im Zentrum der Zelle, die jedoch — im Gegensatz zu 1. — 
allseitig vom Chromatoplasma umgeben wird. Als typisches Beispiel 
sei hier Ph. retzii genannt (Abb. 5). 3. Weiter finden wir eine Anordnung, 
wie wir sie schon fiir Ph. uncinatum beschrieben haben (II. Mitt., 
Abb. 4). Dort ist im Gegensatz zu 1 und 2 das Centroplasma strangférmig 


1 Literatur siche NrkLowi1rz u. Drnws 1956, I. Mitt. 
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aufgeteilt. Es zeigt eine lockere Gliederung, wobei sich einzelne Centro- 
plasmastrange fast bis an die Peripherie der Zelle hinziehen konnen. 

Bei Ph. frigidum erscheint die Grundsubstanz in der Hauptsache fein- 
k6rnig. Die einzelnen Kérnchen haben einen Durchmesser von 100 A bis 
200 A. Daneben sind jedoch auch Kérnchen zu finden, die einen Durch- 
messer von 130 mu haben (Abb. 2). Weiter kénnen hier ringférmige 
Strukturen beobachtet werden, die einen mittleren Durchmesser von 
300 A besitzen. Diese ringformigen Gebilde kénnen auBerdem zu langeren 
Ketten vereinigt sein (Abb. 1) 
und an den einzelnen Be- 
-ruhrungsstellen eine intensive 
Osmiophilie aufweisen. 

Wahrend also die Grund- 
struktur des Centroplasmas 
bei Ph. frigidum relativ ho- 
mogen erscheint, wird diese 
Homogenitat der Grundsub- 
stanz bei Ph. retzii durch 
,Vacuolen“ oder ,,Kanale‘ 
unterbrochen (Abb. 5). Diese 
,Vacuolen*’ oder ,,Kanale“‘ 
erscheinen z. T. elektronen- — Abb. 19. Cylindrospermum licheniforme. (Ausschnitt.) 
optisch leer und haben einen se acne sine era ae 
mittleren Durchmesser von 
600 A. Sie sind durch eine osmiophile Grenzschicht vom iibrigen Plasma 
abgetrennt. Neben den eben beschriebenen Strukturen k6nnen noch 
fibrillenférmige Elemente beobachtet werden, die eine Querstreifung 
besitzen. Diese Querstreifung wird durch den Wechsel osmiophiler und 
weniger osmiophiler Stellen dieser Fibrillen hervorgerufen. 

Bei den Nostocaceae ist der unmittelbare Ubergang des Chromato- 
plasmas ins Centroplasma noch eindrucksvoller. Charakteristische Struk- 
turelemente sind im Bereich des Centroplasmas nicht zu beobachten. 
Die Grundstruktur ist ebenfalls feinkornig (Abb. 15, 16). Die K6rnchen 
besitzen einen mittleren Durchmesser von 155 A und sind in manchen 
Fallen ebenfalls zu ringformigen Gebilden angeordnet (Abb. 16). Der 
Durchmesser kann von 60 my bis 125 my variieren. 

In diese Grundsubstanz sind die sogenannten grofen Kinschltisse 
(s. III. Mitt.) eingelagert, die im Schnittbild als ,,Vacuolen™ zu er- 
kennen sind (Abb. 15, 16, 19). Sie sind gegen das umgebende Plasma 
durch eine osmiophile Grenzschicht abgegrenzt, die sich zum grofben 
Teil aus kérnigen Partikeln zusammensetzt. Diese groBen Einschliisse 
k6énnen sowohl in der Ein-.als auch in der Mehrzahl in einer Zelle 
auftreten. Sie kénnen eine GréBe von 600 my erreichen. Im Innern 
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beobachtet man stets faidige Gebilde, die sich aus einzelnen Granula zu- 
sammensetzen und die in Ketten zusammenhiangen. Die einzelnen Granula 
wechseln sehr stark in ihrer Osmiophilie und sind vollkommen struktur- 
los. Ferner sind sie sehr scharf begrenzt und haben einen Durchmesser 
von 240 A. Auffallend ist es, daB diese Granula den gleichen Durch- 
messer haben, wie die kérnigen Partikel, aus denen sich die Grenzschicht 
zusammensetzt. Es liegt hier die Vermutung nahe, dai beide miteinander 
identisch sind und einen genetischen Zusammenhang erkennen lassen. 

Die Fortschritte in der Entwicklung neuer Untersuchungsmethoden 
haben dazu beigetragen, daB das Problem der Kernaquivalente 
der Blaualgen in der letzten Zeit wieder haufiger Gegenstand cytomorpho- 
logischer und cytochemischer Untersuchungen geworden ist (BISwaAs 
1953, 1955, 1956; BrInaMAnNn 1951, 1952; CassEL u. HuTcHINSON 1954; 
Devipt 1954; Drawerr 1949; Drawertr u. Metzner 1956; Heres 
1953, 1954; Kriea 1954; v. Zastrow 1953). Dabei liegt aber nach 
GEITLER (1955b) die Fragestellung nicht mehr in der Alternative: 
Zellkern oder nicht, sondern in der exakten Erfassung der Kernaqui- 
valente. Durch die vorliegenden elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen anhand von ultradiinnen Schnitten lassen sich die licht- 
mikroskopischen Beobachtungen (DRAWERT 1949; Drews u. NIKLOWITZ 
1956, 1957; GerTLeR 1932, 1936; FrrrscH 1952; Scuussnia 1953) be- 
statigen, dali in der Blaualgenzelle kein morphologisches Gebilde aus- 
zumachen ist, das man als Kern bezeichnen kénnte. Bei den unter- 
suchten Arten kann weder eine distinkte Kernmembran noch eine Grenz- 
schicht zwischen dem Chromatoplasma und dem Zentroplasma beob- 
achtet werden. Das Zentroplasma zeigt in keinem Fall charakteristische 
Strukturen, an die die DNS! gebunden sein kénnte und die einen be- 
stimmten Teilungsmodus durchlaufen. Vielleicht k6nnten die im Grund- 
plasma beschriebenen kettenfoérmigen Strukturen die Tragereiweibe 
(Brswas 1955) der Nucleinséuren sein; eine Bestaétigung mu jedoch 
spateren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Unser Wissen iiber die 
elektronenmikroskopische Struktur der Kerne und insbesondere der 
Chromosomen. selbst bei den héheren Organismen ist bis heute noch 
sehr liickenhaft (MARQuARDT u. Mitarb. 1956). Zweifelsohne ist dies auf 
die noch ungeniigende Untersuchungstechnik zuriickzufiihren. Vielleicht 
bahnt sich in der Entwicklung ,,elektronenmikroskopischer Farbstoffe“ 
eine Moglichkeit an, diese Strukturen zu erfassen (BAHR 1953, STRUGGER 
1956 u. a). 

Es werden in der Literatur héufiger gréBere granulaire Gebilde be- 
schrieben, die in der Ein- bis Mehrzahl in der Zelle vorkommen und die 
auf Grund ihrer Basophilie als Kernaiquivalente angesprochen werden 


! DNS = Desoxyribonucleinsiure, RNS = Ribonucleinsiure. 
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(BRINGMANN 1951, 1952; Herpst 1953, 1954 u.a.). In Anbetracht 
der Verschiedenartigkeit der angewandten Methodik und des zur Ver- 
fiigung stehenden Untersuchungsmaterials ist es schwierig, diese Er- 
gebnisse kritisch mit den eigenen Untersuchungen zu vergleichen. Es 
darf aber wohl gesagt werden, da die angewandten Farbemethoden 
nach dem heutigen Stand unseres Wissens (s. u. a. MAYERSBACH 1956, 
SANDRITTER 1955) bis auf die Feulgenreaktion zumeist unspezifisch 
sind, da die RNS, die bei den Blaualgen und ahnlich auch bei den 
Bakterien haufig im Cytoplasma und in verschiedenen granulairen Ein- 
schliissen anzutreffen ist, auf Grund ihrer basophilen Eigenschaften eine 
Kernstruktur vortaéuschen kann, daB ferner kondensierte Phosphate, 
die neuerdings bei zahlreichen Mikroorganismen nachgewiesen werden 
konnten (EBEt 1952; Drews 1956; Drews u. Nikiowrrz 1956, 1957; 
LOHMANN u. LANGEN 1956; Sticu 1955; Tuto u. Mitarb. 1956; WINDER 
u. DENNENY 1954), die sich cytochemisch ahnlich wie die RNS verhalten 
und daher ebenfalls zu falschen Ergebnissen fiihren kénnen und daf 
bislang ,,Kernteilungen zumeist aus fixierten und gefarbten Struk- 
turen rekonstruiert wurden. 

Methodische Schwierigkeiten bringen es mit sich, dab bis jetzt keine 
systematischen Dauerbeobachtungen itiber die Teilung der Kernaqui- 
valente am lebenden Objekt (DREws u. NikLow1Tz 1956, 1957) vorliegen. 

Die oben naher beschriebenen ,,groBen Einschliisse* bei den Nosto- 
caceen zeigen eine gewisse Analogie zu den Bringmannschen Karyoiden. 
Da sie aber keinerlei Beziehung zur Zellteilung erkennen lassen, die 
inneren, elektronenmikroskopisch darstellbaren Strukturen wahrschein- 
lich anorganischer Natur sind und sich in ihnen keine DNS nachweisen 
lieB, so k6énnen sie nicht mit den Kernaquivalenten identifiziert werden. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Ultradiinnschnitten wurde die Substruktur von Phor- 
midium frigidum Fritsch, Phormidium retzii Gom., Oscillatorva limosa Ag., 
Anabaena variabilis Kitz und Cylindrospermum licheniforme Kitz 
untersucht. 

Das Chromatoplasma besteht aus submikroskopischen Lamellen, die 
bei den einzelnen Arten charakteristische Lamellensysteme bilden. 
GroBere Unterschiede in der Ausbildung und Anordnung der Lamellen 
bestehen zwischen den Vertretern der Oscillatoriaceen und der Nosto- 
caceen. 

Das Centroplasma 1a8t auch im submikroskopischen Bereich keine 
Abgrenzung gegen das Chromatoplasma erkennen. Es ist dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Plasma hier kompakter gelagert ist und die fiir 
das Chromatoplasma typischen Lameilen fehlen. Das Grundplasma ist 
kornig und 1a8t gewisse kettenformige Strukturen erkennen. 
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Stoffwechselphysiologische Untersuchungen an 
Hydrogenase enthaltenden Griinalgen 


Il. Dunkel-Reduktion von Nitrat und Nitrit mit 
molekularem Wasserstoff 
Von 
ERICH KESSLER* 
Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 10. April 1957) 


Ganz allgemein hat sich gezeigt, daB Griinalgen nicht in der Lage sind, 
Nitrat oder Nitrit unter anaeroben Bedingungen (Stickstoff) in erheb- 
lichem AusmaB zu reduzieren (KESSLER 1953a, b). Die Nitratreduktion 
im Dunkeln ist offenbar normalerweise gebunden an die Lieferung von. 
Energie und H-Donatoren durch die aerobe Atmung. Da jedoch bekannt 
ist, daB einige Algen das Enzym Hydrogenase besitzen und damit zur 
Einbeziehung von molekularem Wasserstoff in den Stoffwechsel befahigt 
sind (GaFFRON 1940, 1944; FRENKEL u. RIEGER 1951), ergab sich die 
Frage, ob solche Algen Wasserstoff zur Nitratreduktion unter anaeroben 
Bedingungen verwenden kénnen, ahnlich wie dies von einigen Bakterien 
bekannt ist (STEPHENSON u. STICKLAND 1931; Woops 1938; LascELLEs 
u. STILL 1946). 

Versuche mit der Griinalge Ankistrodesmus brauni fihrten zu dem 
Ergebnis, da’ Nitrit im Dunkeln mit Wasserstoff schnell reduziert wird, 
wahrend Nitrat nur sehr langsam reagiert (KESSLER 1956). Diese Reak- 
tion, die hinsichtlich der Nitratreduktion wie fiir das Problem der Hydro- 
genase bei Algen gleichermafen von Interesse ist, wurde deshalb ein- 
gehender untersucht. 

I. Methodik 


Versuchsobjekt war im allgemeinen der Marburger Stamm von Ankistrodesmus 
braunii, dessen aerobe Nitratreduktion bereits eingehend bearbeitet wurde (Kxrss- 
LER 19538a, 1955). Im Hinblick auf die starke Variabilitaét dieser Reaktion bei 
verschiedenen Griinalgen (KEssLeR 1953b) wurden zum Vergleich auch einige 
Versuche mit Scenedesmus obliquus Ds sowie Chlorella pyrenoidosa, Stamm D, BurK 
und Stamm R. Emprson, gemacht. 

Fiir die Versuche, die stets bei 25° C im Dunkeln erfolgten, wurden die Algen in 
N-freier Nahrlésung (px 6,3) suspendiert. Nitrat, Nitrit oder Hydroxylamin wurden 


* Diese Arbeit, ausgefiihrt in den Research Institutes (Fels Fund) der University 
of Chicago, wurde erméglicht durch ein von der National Academy of Sciences und 
der International Cooperation Administration gewihrtes Forschungs-Stipendium. 
Herrn Prof. Dr. H. GArrron danke ich fiir anregende Diskussionen. 


Untersuchungen an Hydrogenase enthaltenden Griinalgen 167 


nach 4stiindiger H,-Adaptation zugekippt. Die quantitative Bestimmung von 
Nitrit erfolgte mit Grimss-ILosvays Reagens (Sulfanilsdure —+ a-Naphthylamin) 
im photoelektrischen Colorimeter von Kierr-SummErson. Weitere methodische 
Einzelheiten sind in der vorhergehenden Arbeit mitgeteilt (KussLEr 1957 a). 

Zur Erfassung des CO,-Umsatzes bei der Nitrat- und Nitritreduktion wurde die 
Tracer-Methodik mit 1adioaktivem ™CO, verwendet!. Bei diesen Versuchen 
befanden sich im Hauptraum der WarburggefaBe 1,7 ml Algensuspension. Die eine 
Ansatzbirne enthielt 0,1 ml Tracer-Lésung (5 - 10-2 molar Na,!4CO,) und 0,1 ml 
einer Lésung von Nitrat, Nitrit oder Ammonsalz. Wegen der starken pu-Abhangig- 
keit der Nitrat- und Nitritreduktion muBte eine Verschiebung des pp-Wertes bei 
Zugabe der stark alkalischen Tracer-Lésung vermieden werden. Aus diesem 
Grunde wurde die zweite Ansatzbirne der GefiBe mit 0,1 ml verdiinnter Phosphor- 
sdure beschickt, deren Konzentration so bemessen war, daB der pu-Wert der Nahr- 
lésung sich beim Zukippen nicht anderte. Nach 1stiindiger Versuchsdauer wurden 
die Manometer dem Thermostaten entnommen und unter dem Abzug gedffnet. 
1ml Algensuspension wurde mit einer Injektionsspritze in 20 ml kochenden 
80% igen Alkohol iibertragen, der mit HCl auf py 1,0 angesiuert war. Nach 2 min 
Kochen wurde abgekiihlt und die koagulierte alkoholunlésliche Algensubstanz auf 
einer kleinen runden Filtrierpapierscheibe abfiltriert, wobei auf eine méglichst 
gleichmaBige Verteilung des Materials auf der ganzen Flaiche geachtet wurde. Nach 
Trocknung erfolgte die Bestimmung der Radioaktivitaét in einer Gasstrom-Zahl- 
apparatur (,,gas-flow counter‘). Das Filtrat (Alkohol-Extrakt) wurde bei Zimmer- 
temperatur im Luftstrom eingetrocknet. Der Riickstand, in 1 ml Alkohol aufgelést, 
wurde zur Messung der Radioaktivitaét auf ein Aluminiumschalchen gebracht und 
getrocknet. In Anbetracht der geringen verwendeten Substanzmengen konnte die 
Selbstabsorption vernachlassigt werden. Der Nulleffekt wurde bei allen Messungen 
beriicksichtigt. 


II. Experimentelle Ergebnisse 
1. Reduktion von Nitrat, Nitrit und Hydroxylamin 


Wahrend der Adaptation von Ankistrodesmus ist eine langsame Auf- 
nahme von Wasserstoff zu beobachten, die wohl auf eine Reduktion zell- 
eigener H-Acceptoren zuriickzufiihren ist. Wird dann Nitrat, Nitrit oder 
Hydroxylamin zugesetzt, so ergibt sich das in Abb. 1 dargestellte Resultat. 
Mit Nitrit findet eine kraftige Wasserstoffabsorption statt; damit ver- 
bunden ist eine Nitritreduktion von erheblichem Ausma}. Wird am Ende 
des manometrischen Versuchs die Nitritkonzentration bestimmt und. 
daraus die verschwundene Nitritmenge berechnet, so zeigt sich, dal je 
Mol reduzierten Nitrits 2,5—3 Mole Wasserstoff verbraucht werden 
(Tab. 1). Die Reduktion von Nitrit mit molekularem Wasserstoff bei 
Ankistrodesmus la Bt sich demnach durch folgende Gleichung beschreiben: 

HNO, + 3 H, ~ NH, + 2 H,0. 
Sie verhalt sich also nicht anders als die seit langem bekannte ent- 
sprechende Reaktion Hydrogenase enthaltender Bakterien (Woops 1938). 
Dabei muB allerdings betont werden, daB — jedenfalls in Abwesenheit 
yon CO, — stets ein etwas geringerer H,-Verbrauch gefunden. wurde, als 


1 Fiir seine Mitarbeit bei den Isotopen-Versuchen bin ich Herrn H. TRoxL zu 
groBem Dank verpflichtet. 
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nach der Gleichung zu erwarten ware. Ahnliche Beobachtungen wurden 
auch mehrfach bei Bakterien gemacht (STEPHENSON u. STICKLAND 1931, 
LASCELLES u. Strii 1946), wobei das H,-Defizit einer Verwendung zell- 


eigener H-Donatoren zugeschrieben wurde. 


- x 


mm jae 


Ho-Aufnahme 


Zeit 


Abb. 1. Reduktion von Nitrat, Nitrit und Hydroxylamin (10~-* Mol/l) mit molekularem Wasserstoff 
durch Ankistrodesmus braunii im Dunkeln. 
KOH-Methode. 26 mm* Zellen (7,8 mg Trockensubstanz) je GefiB 


Nach Zusatz von Nitrat oder Hydroxylamin findet gleichfalls eine 
deutliche H,-Absorption statt, die jedoch kaum 10°% der mit Nitrit 
beobachteten ausmacht (Abb. 1). Im Falle des Hydroxylamins ist dabei 
zu beriicksichtigen, dab fiir dessen Reduktion nur 1 Mol H, bendtigt wird: 

NH,OH + H, — NH, + H,0O. 
Es folgt daraus, dali Hydroxylamin mit etwa 25°, der Geschwindigkeit 
von Nitrit reduziert wird. Fiir die Reduktion von Nitrat sind demgegen- 
tiber 4 Mole H, erforderlich: 

HNO, + 4 H, + NH, + 3 H,0. 
Nitrat reagiert also mit nur weniger als 10° der Reaktionsgeschwindig- 
keit von Nitrit, das somit als H-Acceptor fiir die Hydrogenase von Anki- 
strodesmus den anderen oxydierten N-Verbindungen weit iiberlegen ist. 


Tabelle 1. Stichiometrie der Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff 
in An- und Abwesenheit von CO,. Versuchsdauer 13/, Std 


mains peapenny- Mole H, 
Zellen je tion (mm*) H,-Verbrauch Nitrit reduziert |———— 
Geriig | Mit | ohne Mole 
Nitrit Nitrit 
Hy 26 96 | 6 90 mm = 40,1 - 1077 Mol] 14,5-10-? Mol | 2,76 
H, + 4% CO,} 16 | 126] 3 |123 mm* = 54,8- 10-7 Mol] 17,8- 10-7 Mol | 3,08 
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2. Wirkung von CO, auf die Nitritreduktion 

a) Manometrische Versuche. Spuren von CO,, wie sie sich infolge 
von Garung in den VersuchsgefaiSen ansammeln, wenn keine KOH ver- 
wendet wird, sind ohne Einflu8 auf die Reduktion von Nitrit mit moleku- 
larem Wasserstoff. Arbeitet man dagegen mit H, + 4°/ CO,, so erhilt 
man ein grundsatzlich anderes Ergebnis (Abb. 2). Die bei Abwesenheit 
von CO, stets beobachtete Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit lange 
vor Verbrauch der zugegebenen Nitrit- 
menge ist hier nicht festzustellen; H,-  “” a] 5 
Absorption und Nitritreduktion bleiben ™™ ee 
fiir langere Zeit konstant. Wahrend in 100 
den ersten 30 min des Versuches der 


&0 


Tabelle 2. Stéchiometrie der Reduktion von 


ty 

Nitrit mit Wasserstoff in An- und Abwesenheit aS 
von OO,. Mittelwerte aus 25 Versuchen S 50 

(in Klammern: beobachtete Extremwerte) ie 

= 


Mole H, verbraucht 
Mole Nitrit reduziert 


2,60 (2,45—2,86) 
3,00 (2,733, 12) 20 


cS 


H, 
H, + 4% CO, 


Unterschied gegentiber Algen ohne CO, 
nur gering ist, liegen nach 90 min H,- 

Biri s Zeit 
und Nitritverbrauch bereits um etwa TERE te RR rk ee 
100% hoher als in Abwesenheit von Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff. 
CO,. Damit verbunden ist eine deutliche a Pee ey 
Veranderung des Quotienten H,/NO3. 
Wahrend ohne CO, ein durchschnittlicher Verbrauch von 2,6 Molen H, je 
Mol reduzierten Nitrits beobachtet wurde, fanden wir in Anwesenheit von 
CO, den theoretisch zu erwartenden Wert 3,0 (Tab .1, 2). — Es sei betont, 
da demgegeniiber die Nitritreduktion im Dunkeln unter aero ben Bedin- 
gungen durch 4% CO, kaum beeinfluBt wird; es ergaben sich Steigerungen 
von nur etwa 10% gegeniiber den CO,-freien Kontrollen. 


0 30 60 90 min 120 


Angesichts der starken Forderung der anaeroben Nitritreduktion durch CO, lag 
es nahe, die geringe mit Nitrat und Hydroxylamin beobachtete H,-Aufnahme auf 
das Fehlen von CO, zuriickzufiihren. Jedoch war auch unter H, + 4% CO, der 
Gaswechsel mit Nitrat und Hydroxylamin nur gering. Bei pu 4,0 sowie mit sehr 
hoher Nitratkonzentration (10-1 molar) gemachte Versuche fiihrten zu dem gleichen 
Ergebnis. Die Unfahigkeit der Algen, diese Verbindungen mit Wasserstoff schnell zu 
reduzieren, muB also andere Griinde haben. 


Es ergab sich nun die Frage nach dem Mechanismus der tiberraschend 
starken Wirkung von CO, auf die Reduktion von Nitrit mit molekularem 
Wasserstoff. Grundsatzlich ist dabei an zwei Moglichkeiten zu denken: 
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Es konnte sich um einen katalytischen Einflu8 des CO, handeln oder aber 
um eine direkte Einbeziehung von CO, in den Stoffwechsel, dhnlich etwa der 
mit der Knallgasreaktion verbundenen CO,-Reduktion (GAFFRON 1942). 
Dariiber konnten nur Versuche mit radioaktivem “CO, Auskunft geben. 


Tabelle 3. 4CO,-Bindung bei der Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff 
und bei der Knallgasreaktion. 
Versuchsdauer 1 Std. 19 mm? Zellen (5,7 mg Trockensubstanz) je GefaB 


Impulse/min 
Gasabsorption ungeidstd 
Alkohol-Extrakt Stochaticte gesamt 
H, 6 mm® 2510 90 2600 
H, + NaNO, 78 mm? 3700 160 3860 
H, + 0,4% 0, 126 mm? 31680 9480 41160 


b) Versuche mit !14CO,. Untersucht man die Reduktion von Nitrit 
mit molekularem Wasserstoff in Anwesenheit von 14CQ,, so zeigt sich 
eine nur sehr geringe “4C-Bindung, die den Wert der Kontrollen ohne 
Nitritzusatz kaum tiberschreitet (Tab. 3). Dieses negative Ergebnis wird 
besonders dann deutlich, wenn man die mit der Knallgasreaktion ver- 
bundene chemosynthetische CO,-Bindung zum Vergleich heranzieht 
(Tab. 3). Es folgt daraus, daB der Einflu&8 des CO, auf die anaerobe 
Nitritreduktion katalytischer Art ist, und daB die Reaktion von Nitrit 
mit Wasserstoff, im Gegensatz zur Reaktion von Sauerstoff mit Wasser- 
stoff, keine chemosynthetische CO,-Reduktion erméglicht. Entsprechen- 
des gilt auch fiir das Wasserstoff-Bakterium Hydrogenomonas facilis, 
welches ebenfalls kein CO, reduziert, wenn Nitrat statt Sauerstoff als 
H-Acceptor fiir die Hydrogenase dient (ScHaTz, 1952). 


Tabelle 4. 4CO,-Bindung im Dunkeln unter Stickstoffatmosphire 
und bei der aeroben Nitritreduktion. 
Versuchsdauer 1 Std. 26 mm* Zellen (7,8 mg Trockensubstanz) je GefaB 


TImpulse/min 
Alkohol-Extrakt / ungeléste Zellsubstanz | gesamt 
N, -—— 2210 | 240 | 2450 
N, + NaNO, 3130 | 390 3520 
Luft | 3480 880 | 4360 
Luft + NaNO, 20270 3120 | 23390 


Zur chemosynthetischen CO,-Reduktion bei der Knallgasreaktion sei bemerkt, 
daf bei unseren Versuchen sich auch ein erheblicher Anteil des gebundenen ™C in 
der unléslichen Algensubstanz befand (Tab. 3). Dieser Befund steht im Gegensatz 
zu den Angaben von Baprn u. CaLvrn (1950). 

Unter Stickstoffatmosphire, wo kaum Nitritreduktion stattfindet 


(Kessier, 1953a, b), hat der Zusatz von Nitrit gleichfalls nur eine geringe 
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-Erhéhung der ohnehin sehr schwachen CO,-Bindung zur Folge (Tab. 4). 
Ganz anders sind die Verhiltnisse dagegen, wenn man entsprechende 
Versuche im Dunkeln unter aeroben Bedingungen durchfithrt. In diesem 
Fall ergibt sich bei der Reduktion von Nitrit eine iiberraschend starke 
™CO,-Bindung (Tab. 4), die etwa 50% der mit der Knallgasreaktion ver- 
bundenen CO,-Reduktion ausmacht. Es geht daraus hervor, da neben 


Tabelle 5. *CO,-Bindung im Dunkeln bei der aeroben Assimilation von Nitrat, 
Nitrit und Ammonsalz (10-* Mol/l). 
Versuchsdauer 1 Std. 20 mm? Zellen (6,0 mg Trockensubstanz) je GefaB 


Impulse/min 
Alkohol-Extrakt | ungeléste Zellsubstanz | gesamt 
Loft 3410 1530 | 4940 
Luft -- KNO, 8870 | 2930 11800 
Luft + NaNO, 12890 | 3870 16760 
Luft + NH,Cl 37930 | 7460 45390 


der starken Extra-CO,-Entwicklung bei der aeroben Nitritreduktion 
(KEssLER, 1953a) eine erhebliche Aufnahme und Bindung von CO, 
einherlauft, die sich nur mit Hilfe der Isotopenmethode nachweisen laBt. 
Weitere Versuche mit Zugabe von Nitrat, Nitrit und Ammonsalz zeigten 
dann, in Ubereinstimmung mit kiirzlich verdffentlichten Resultaten 
SyrRETTS (1956) an stickstoffverarmter Chlorella, dab auch bei Zusatz 
von Nitrat und insbesondere Ammonsalz eine starke CO,-Dunkelfixierung 
stattfindet (Tab. 5). Unter aeroben Bedingungen ist also nicht die Nitrat- 
bzw. Nitritreduktion der ent- 
scheidende Faktor fiir die CO,- 
Bindung, sondern offenbar die 
N-Assimilation, die mit Am- 
monsalz am schnellsten und mit 


Tabelle 6. Wirkung von Nitrat, Nitrit und 
Ammonsalz auf respiratorischen O,-Ver- 
brauch und 4CO,-Bindung im Dunkeln 
(Steigerung gegeniiber Kontrollen ohne 


Nitrat am langsamsten verlauft nO ee 

(vgl. SyrerT, 1956). eke anes a 
Die in Tab. 6 gegebene Zusammen- */0 °/o 

fassung mehrerer Versuche iiber die KNO, 0, 9 | 140, 85 

Wirkung von Nitrat, Nitrit und Am- NaNO, 30, 55 240, 300, 440, 175 

monsalz auf Atmung und CO,-Dunkel- NH,Cl 60, 165 | 820, 965 


fixierung zeigt, daB erhebliche quanti- 

tative Unterschiede zwischen den Er- 
gebnissen verschiedener Experimente auftreten. Die Atmungssteigerung ist, wie die 
CO,-Bindung, bei Gabe von Ammonsalz am gré8ten und mit Nitrat am geringsten, 
entsprechend Syrerts (1955) Befunden an Chlorella. Stets ist die Erhohung der CO,- 
Fixierung prozentual viel starker als die der Atmung. Syrerr (1953) hat jedoch 
gezeigt, daB die sehr intensive N-Assimilation bei N-verarmter Chlorella begleitet. 
wird von wesentlich gréBeren Atmungssteigerungen als sie bei normalen, nicht 
verarmten Algen auftreten. — Es sei betont, daB diese mit der N-Assimilation 

12* 
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verbundene Erhéhung der Atmung grundsatzlich verschieden ist von der allein 
durch Nitrit im sauren py-Bereich verursachten Atmungssteigerung (KESSLER | 
1953a, b), deren Intensitat zunimmt mit steigender Konzentration an freier HNO,. 


3. Wirkung von Ammonsalz auf die Nitritreduktion 


Normalerweise wird die Nitratreduktion in Gegenwart von Ammonsalz 
mehr oder weniger stark gehemmt (PRATT u. Fone, 1940; SCHULER u. 
Mitarb., 1953). Dies gilt auch fiir die Reduktion von Nitrit unter aeroben | 
Bedingungen (Tab. 7). Demgegeniiber wird die Reduktion von Nitrit mit 
molekularem Wasserstoff durch die gleiche Menge Ammonsalz nicht nur 
nicht gehemmt, sondern sogar etwas geférdert (Tab. 7). Hier besteht ein 
wesentlicher Unterschied zwischen dem Verhalten der aeroben und dem 

der anaeroben Nitritreduktion, ahnlich wie 
Tabelle 7. Wirkung von dies auch bei der Wirkung von CO, der Fall 


NH,Cl (10° Moljl) auf die ist (vgl. Tab. 8). 
Nitritreduktion mit Wasser- 


stoff und unter aeroben Be-  Tabelle 8. Wirkung von NH,Cl und von OO, auf die 


dingungen. Nitritreduktion mit Wasserstoff und unter aeroben 
Versuchsdauer 11/, Std. Bedingungen. 
17 mm* Zellen (5,1 mg Steigerung bzw. Hemmung gegeniiber 
Trockensubstanz) je GefaB den Kontrollen 

Nitritreduktion / a. | Luft 

[Mol - 10-% ne ee OO ee eee 

ohne NH,Cl mit + NH,Cl + 5%; + 18% | —38%;— 30% 

H, 82 97 + CO; | + 91% + 15%; + 9% 

Luft 167 117 1 Mittelwert aus 25 Versuchen. 


4. pp-Abhaingigkeit der Nitritreduktion 

Die aerobe Nitritreduktion von Ankistrodesmus zeigt eine stark aus- 
gepragte py-Abhangigkeit in dem Sinne, daB diese Reaktion mit zu- 
nehmender H-Ionenkonzentration in steigendem Mae gehemmt wird 
(KESSLER, 1953a). Die Reduktion von Nitrit mit molekularem Wasser- 
stoff verhalt sich gerade umgekehrt: Wahrend im schwach alkalischen 
Bereich nur eine geringe Nitritreduktion und Wasserstoffaufnahme statt- 
findet, nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmender H-Ionen- 
konzentration schnell zu (Tab. 9). Da jedoch im stirker sauren Bereich 
mit einer Giftwirkung des Nitrits zu rechnen ist, haben wir alle Versuche 
bei px 6,3 durchgefiihrt. 


5. Wirkung von 2,4-Dinitrophenol 
2,4-Dinitrophenol (DNP), zar Hemmung ATP erfordernder Reaktionen 
vielfach verwendet, erwies sich als spezifischer Hemmstoff der aeroben 
Nitritreduktion bei Algen (KEssLER, 1955). Versuche tiber die Wirkung 
von DNP auf die Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff zeigten, daB auch 
diese Reaktion die gleiche grofe Empfindlichkeit gegen DNP besitzt. 
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2-10-*m DNP hemmt bei px 6,3 beide Prozesse zu etwa 85% (Tab. 10). — 
Ks ist bemerkenswert, da8 sich auch bei Escherichia coli die Reduktion 
von Nitrit mit Wasserstoff durch eine hohe Empfindlichkeit gegen 


DNP auszeichnet, wahrend die Reaktion 
Nitrat + H, + Nitrit durch DNP nicht be- 
einflu8t wird (LASCELLES u. Strin, 1946). 


6. Wirkung von Manganmangel 

Nachdem sich Photoreduktion und Knall- 
gasreaktion als unempfindlich gegen Mangan- 
mangel erwiesen hatten (KessLER, 1957a), 
war das diesbeztigliche Verhalten der Nitrit- 
reduktion mit molekularem Wasserstoff von 
besonderem Interesse. Der in Tab. 11 dar- 
gestellte Versuch zeigt, da diese Reaktion 
durch Manganmangel erheblich gehemmt 
wird; die Nitritreduktion unter aeroben Be- 
dingungen wird allerdings noch stiarker be- 
troffen. Im letzteren Fall kénnte man viel- 
leicht mit einem indirekten EinfluB des 
Manganmangels, etwa durch Hemmung der 
Atmung, rechnen. Bei der Reduktion von 
Nitrit mit Wasserstoff dagegen kommt eine 
solehe Erklarung nicht in Frage. Da das 
Hydrogenase-System unserer Algen offen- 
sichtlich auch bei Manganmangel voll funk- 
tionsfahig bleibt, muB man die Moglichkeit 
in Erwagung ziehen, da das Mangan direkt 
an der Nitritreduktion beteiligt sein konnte. 
Diese Frage soll an anderer Stelle naher er- 
ortert werden (KESSLER, 1957b). 


7. HinfluB der Dauer der 
H,-Adaptation 
Auf die Frage, wie lange Algen unter Wasser- 
stoff gehalten werden miissen, um die héchste 
Aktivitat der Hydrogenase zu erreichen, wurde 
bereits bei Untersuchungen tiber Photo- 
reduktion beilaéufig eingegangen (GAFFRON 


Tabelle 9. py-Abhdngigkeit 
der Reduktion von Nitrit mit 
Wasserstoff. 
Versuchsdauer 11/, Std. 
H, + 4°% CO,. 17 mm? Zellen 
(5,1 mg Trockensubstanz) 


je GefaB 
| Nitrit- 
j reduktion 
| [Mol - 107%] 
pu 6,2 185 
px 6,8 108 
PH 7,0 iii 


Tabelle 10. Wirkung von 2,4- 
Dinitrophenol (2-10~4 Mol/l) 
auf die Nitritreduktion. 
Versuchsdauer 13/, Std. 
12 mm*® Zellen (3,6 mg 
Trockensubstanz) je GefaB 


Nitritreduktion 
[Mol - 107°] 

ohne DNP mit 
H, 97 13 
Luft 68 9 


Tabelle 11. Wirkung von 
Manganmangel 
(Dauer 11 Tage) 
auf die Nitritreduktion. 
Versuchsdauer 11/, Std. 
17 mm Zellen (5,1 mg 
Trockensubstanz) je GefaB 


Nitritreduktion 
[Mol - 1078] 

| normal | —Mn 
H, Te 4s 
Luft 75 24. 


1940, FRENKEL u. Rieger 1951, Kesster 1957a). Der zeitliche Verlauf 
der Adaptation wurde dabei jedoch nicht genau erfaBt. Hierfiir ist die 
Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff als meBtechnisch besonders ein- 
fache Reaktion sehr gut geeignet; denn an ihr ist H, als einziges Gas 
beteiligt, und eine Deadaptation der Hydrogenase ist nicht zu befiirchten. 
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Abb. 3 zeigt die H,-Absorption bei Zusatz von Nitrit nach verschieden 
langer anaerober Inkubation. Wahrend Gasaufnahme und Nitritreduktion 
nach 15min H,-Adaptation nur duBerst schwach sind, erfolgt nach 


» Hp- Autfnahme 
g 


# 
Ss) 


20 


x4 1/4 Std 


x2V4Std 


—t 


x 11/4 Std 


Zeit 


Abb. 3. Wirkung verschieden langer Adaptation auf die 


Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff. 


H, + 4% CO.. 16mm* Zellen (4,8 mg Trockensubstanz) 


mum’/30min 
100 


H2-Aufnahme 


8 


8 


je GefaiB 


2 & Sf TR 


Daver der Adaptation 


Abb. 4. Hydrogenase-Aktivitit in Abhingigkeit von der 


Dauer der Adaptation 


11/, Std bereits eine lebhafte 
Reaktion. Der Unterschied 
zwischen 21/, und 41/, Std 
ist dann nur mehr gering. 
Noch deutlicher wird der 
zeitliche Verlauf der Adap- 
tation bei der in Abb. 4 ge- 
wahlten Art der Darstel- 
lung. Hier wurde die H,- 
Aufnahme wahrend der er- 
sten 30 min nach Zusatz 
von Nitrit als MaB fiir die 
Hydrogenase-Aktivitat ge- 
gendie Dauerder anaeroben 
Inkubation aufgetragen. Es 
geht daraus klar hervor, 
daB die Aktivitaét zunachst 
Null ist und mit zunehmen- 
der Dauer der Adaptation 
allmaihlich einem  Satti- 
gungswert zustrebt, der 
nach 4—5 Std erreicht wird. 
Dieses Ergebnis stimmt im 
wesentlichen mit den beider 
Photoreduktion von Anki- 
strodesmus erhaltenen Da- 
ten (KESSLER 1957a) iiber- 
ein. 

8. Versuche : 
mit Scenedesmus 
und Chlorella 

Da das Verhalten der 
Nitratreduktion bei Algen 
von Art zu Art stark vari- 
iert (KESSLER 1953b), er- 
schien es wiinschenswert, 


neben Ankistrodesmus braunii auch andere Algen auf die Fahigkeit zur 
Reduktion von Nitrat und Nitrit mit molekularem Wasserstoff zu unter- 
suchen. Versuche mit Scenedesmus obliquus D,, demjenigen Stamm, 
an dem die Hydrogenase bei Algen zuerst entdeckt wurde (GAFFRON 
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1940), fihrten zu ganz analogen Ergebnissen. Auch hier wird Nitrit mit 
Wasserstoff schnell reduziert, wihrend nach Zugabe von Nitrat nur 
eine langsame H,-Absorption zu beobachten ist (Tab. 12). 


Tabelle 12. Reduktion von Nitrit und Nitrat mit Wasserstoff durch Scenedesmus Ds. 
Versuchsdauer 1°/, Std. KOH-Methode. 24 mm Zellen je GefaB 


| Mol 
| H,-Verbrauch | Nitrit reduziert | grtoles Bie: 
| Mole Nitrit 


| 
Nitrit 135 mm? = 60,2 - 107? Mol | 20,5 - 10-7 Mol 2,93 
Nitrat 19 mm? — 8,5- 107? Mol 


Zwei Stamme von Chlorella pyrenoidosa (D. BurK u. R. Emerson), die 
keine Hydrogenase besitzen, zeigen demgegeniiber keine Gasaufnahme 
und keine Nitrat- oder Nitritreduktion unter H,-Atmosphare. In diesem 
Fall ist Wasserstoff ein inertes Gas wie Stickstoff. — Ob ein Algenstamm 
Hydrogenase besitzt oder nicht, la8t sich demnach am einfachsten durch 
Priifung auf die Fahigkeit 


zur Reduktion von Nitrit aes 

mit H, entscheiden. ae pan once tbo 
9. Versuche 30 eS 

mit Methylenblau 


und Ferricyanid & 60 
bess 
Nachdem sich gezeigt hatte, & 
daB im Dunkeln auBer Sauer- 2 
stoff noch Nitrat, Nitrit und »”” 


Hydroxylamin als H-Accep- 
toren fiir die Hydrogenase von 
Algen dienen konnen, ergab 
sich die Frage, ob auch andere 
Substanzen dafiir geeignet sind. 


20 


Als solche waren insbesondere 0 rf 

Methylenblau und Ferricyanid Zeit 

in Erwagung zu ziehen, die bei Abb. 5. Reduktion von Nitrit, Methylenblau (Mb.) und 

der Untersuchung der bakte- Kaliumferricyanid (10-* Mol/1) mit Wasserstoff. 

riellen Hydrogenase vielfach KOH-Methode. 28 mm? Zellen (8,4 mg Trockensubstanz) 
je Gefar 


Verwendung gefunden haben 
(vgl. Gust 1954). 

Bei Zugabe von Methylenblau zu adaptiertem Ankistrodesmus findet eine deut- 

liche H,-Aufnahme statt, die jedoch wesentlich geringer ist als die mit Nitrit be- 
obachtete (Abb. 5). Dabei muB allerdings beriicksichtigt werden, da zur Reduktion 
von 1 Mol Methylenblau nur 1 Mol H,, gegeniiber 3 Molen H, beim Nitrit, erforder- 
lich ist. Aber auch auf den H-Acceptor bezogen verlauft die Methylenblaureduk- 
tion langsamer als die Nitritreduktion. 
_ Ein Zusatz von Ferricyanid fihrt demgegeniiber nur zu einer minimalen, 
innerhalb der Fehlergrenzen liegenden Gasaufnahme (Abb. 5). Wenn iiberhaupt eine 
Reaktion mit Wasserstoff stattfindet, so verlauft sie also 4uBerst langsam. Auch bei 
Anwesenheit von CO, andert sich an diesem Ergebnis nichts. 
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III. Diskussion 

Wasserstoff-adaptierte Algen gleichen in ihrem Stoffwechsel in vieler 
Beziehung Hydrogenase enthaltenden Bakterien. Neben Photoreduktion, 
Knallgasreaktion, Wasserstoff-Garung und Photoproduktion von H, 
(GaFFRON, 1940, 1944) stellt die Nitratreduktion mit molekularem Wasser- 
stoff nun den fiinften Fall einer solchen Ubereinstimmung dar. Es zeigt 
sich damit, daB auch bei Algen eine gréBere Anzahl von Verbindungen 
als H-Acceptor fiir den durch Hydrogenase aktivierten Wasserstoff dienen 


Tabelle 13. Geschwindigkeit des Gaswechsels bei verschiedenen Stoffwechselprozessen 
von Ankistrodesmus braunti 


Gasabsorption [Zellvolumina Gas/Std] 
Maximum Durchschnitt 
AtMmunse Shee ee. ee. sees 2 0,5— 1 
Reduktion von Nitrit mit H,. .... . 9 3— 5 
Kmnalloasresktiontes gaat eis eseeeeers teeta 8 4— 5 
Photoreduktion (normal) ....... 15 7—10 
Photoreduktion(— Mn). ....... 38 25—30 


kann. Zu den bisher bekannten Acceptoren, photosynthetischen Sauer- 
stoff-Vorstufen (,,YOH*‘) bei der Photoreduktion und Sauerstoff bei der 
Knallgasreaktion, treten nun Nitrat, Nitrit, Hydroxylamin und Methylen- 
blau hinzu, wahrend Ferricyanid sich als ungeeignet erwies. Ahnlich wie 
bei Bakterien ist jedoch die Geschwindigkeit der H,-Aufnahme in starkem 
Mae abhangig von der Art des H-Acceptors (vgl. Gest, 1954; SCHLEGEL, 
1954; Krasna u. RITTENBERG, 1956). Dies ist wohl darauf zuriickzu- 
fiihren, daB die Reduktion durch molekularen Wasserstoff kein einfacher 
Vorgang ist. Man hat vielmehr damit zu rechnen, daf zwischen die 
primaire Aktivierung des H, durch Hydrogenase und die Reduktion des 
endgiiltigen Acceptors eine Reihe von H-Ubertragungen eingeschaltet 
ist, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit weitgehend von diesen sowie von 
dem letzten, Acceptor-spezifischen Enzym bestimmt wird. 

Im Falle von Ankistrodesmus braunii fanden wir fiir die Geschwindig- 
keit der H,-Aufnahme im Dunkeln die Reihenfolge: 
Nitrit, 0, > Methylenblau > Nitrat, NH,OH. 

Angesichts der Tatsache, daB bei Bakterien von Art zu Art starke quan- 
titative und qualitative Unterschiede in der Eignung der verschiedenen 
H-Acceptoren bestehen, mu man sich jedoch vor Verallgemeinerungen 
hiiten, obwohl hinsichtlich der Reduzierbarkeit von Sauerstoff, Nitrit 
und Nitrat bei Ankistrodesmus und Scenedesmus Ubereinstimmung 
herrscht. — Die in Tab. 13 zusammengestellten Daten geben einen Uber- 
blick tiber die Geschwindigkeit der Gasaufnahme bei verschiedenen 


Stoffwechselprozessen H,-adaptierter Algen im Vergleich zur aeroben 
Atmung. 
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Die Reduktion von Nitrat, Nitrit und Hydroxylamin mit Wasserstoff 
ist von besonderem Interesse insofern, als man diese Reaktionen unter 
zweifachem Blickwinkel betrachten kann. Vom Standpunkt des Stickstoff- 
_ Stoffwechsels gesehen, handelt es sich um einen Sonderfall von Nitrat- 
_ reduktion, wobei molekularer Wasserstoff, durch Hydrogenase aktiviert, 
statt Kohlenhydrat bzw. Atmungs-Zwischenprodukten als H-Donator 
verwendet wird. Stellt man jedoch Hydrogenase-Reaktion und Wasser- 
stoff-Oxydation in den Vordergrund, so erscheinen Nitrat, Nitrit und 


Tabelle 14. Vergleichende Ubersicht iiber die Bigenschaften von Knallgasreaktion, 
Nitritreduktion mit Wasserstoff wnd aerober Nitritreduktion im Dunkeln 


Knallgasreaktion 


Nitritreduktion mit H, 


aerobe Nitritreduktion 


OTe mccetsersiriey de fordert fordert ohne EinfluB 
CO,-Bindung . . . vorhanden fehlend vorhanden 
AUB pod ee areas hemmt nicht hemmt nicht hemmt 
ONG Re sce hemmt nicht hemmt hemmt 
Mn-Mangel. . . . hemmt nicht hemmt hemmt 


pu-Abhangigkeit 


Forderung im 
sauren Bereich 


Hemmung im 
sauren Bereich 


Hydroxylamin nur als einige unter mehreren méglichen H-Acceptoren 
im Wasserstoff-Stoffwechsel der Algen. Bei solcher Betrachtungsweise 
rucken diese Reaktionen in die Nachbarschaft z. B. der Knallgasreaktion, 
bei der Sauerstoff als H-Acceptor fiir die Hydrogenase dient. Diese 
Zwitternatur der Reduktion von Nitrat, Nitrit und Hydroxylamin mit 
Wasserstoff wird besonders deutlich bei der in Tab. 14 gegebenen ver- 
gleichenden Ubersicht iiber die EHigenschaften von Knallgasreaktion, 
Nitritreduktion mit Wasserstoff und aerober Nitritreduktion. 
Sehr bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die Wirkung von 
CO, auf Geschwindigkeit und Stéchiometrie von Knallgasreaktion und 
- Nitritreduktion mit Wasserstoff. Denn abgesehen von der Beschleunigung 
beider Reaktionen durch CO, werden auch die Quotienten H,/O, bzw.H,/NO, 
in charakteristischer Weise verindert. Im Falle der Knallgasreaktion 
fand Garrron (1942) einen Quotienten von etwa 1,0 bei Abwesenheit 
von CO,, waihrend mit CO, der theoretische Wert 2,0 beobachtet wurde. 
Ganz analoge Verhltnisse liegen auch bei der Reduktion von Nitrit mit 
_ Wasserstoff vor, wo ebenfalls nur in Gegenwart von CO, der theoretisch 
zu erwartende Wert von 3,0 Molen H, je Mol reduzierten Nitrits gefunden 
wird, gegeniiber 2,6 bei Abwesenheit von CO,. Im Unterschied zur Knall- 
gasreaktion ist allerdings die Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff, wie 
die entsprechende Reaktion von Nitrat bei Hydrogenomonas facilis 
(Sowatz, 1952), nicht mit einer chemosynthetischen CO,-Reduktion ver- 
bunden, obwohl eine solche energetisch durchaus méglich ware. 
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Wie der ,,katalytische‘‘ Einflu8 des CO, auf die anaerobe Nitritreduktion zu 
erklaren ist, bleibt eine offene Frage. Es sei jedoch in diesem Zusammenhang auf 
einige ahnliche bei Mikroorganismen gemachte Erfahrungen hingewiesen. So weiB 
man seit langem, daB manche Bakterien und Algen bei heterotropher Kultur nur in 
Anwesenheit von CO, wachsen (vgl. Hurner u. Provasot, 1951; BERGMANN, 
1955). ScuieceEn (1955) fand, da® auch fiir Phosphorylierungsvorgange bei Knall- 
gasbakterien, Purpurbakterien und Algen CO, notwendig ist. Auch respiratorischer 
0,-Verbrauch (Harris 1954) und Methylenblau-Reduktion (Hs 1938, Gust 
u. Stokes 1952) werden bei vielen Bakterien durch CO, beschleunigt. 


Interessant ist neben der entgegengesetzten pxH-Abhangigkeit von 
aerober und anaerober Nitritreduktion auch die Feststellung, daB die 
Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff durch Ammonsalz nicht gehemmt 
wird. Auch dieser Befund weist darauf hin, da8 bei der anaeroben Reduk- 
tion mit Wasserstoff Nitrat, Nitrit und Hydroxylamin der Zelle nicht als 
N-Quellen dienen, sondern vielmehr als unspezifische H-Acceptoren fir 
den durch Hydrogenase aktivierten Wasserstoff. Wir hatten es demnach, 
in vollkommener Analogie zu entsprechenden bei Bakterien (z. B. Clostri- 
dium welchit: Woops, 1938) vorkommenden Reaktionen, auch bei Hydro- 
genase besitzenden Algen mit einem Fall von ,,incidental dissimilatory 
nitrate reduction nach der Terminologie von KLUYVER und VERHOEVEN 
zu tun (vgl. VERHOEVEN, 1956)!. Eine endgiiltige Entscheidung dariiber 
kann jedoch erst erfolgen, wenn experimentell bewiesen ist, daB der mit 
H, reduzierte Nitrit-Stickstoff von den Zellen nicht in Aminosaéuren oder 
Proteine eingebaut wird. 

Die starke Empfindlichkeit gegen Dinitrophenol und gegen Manganmangel 
scheint demgegeniitber charakteristisch zu sein fiir alle Falle, in denen Nitrit 
reduziert wird, unter aeroben und unter anaeroben Bedingungen. 

Was den Mechanismus der Reduktion von Nitrat, Nitrit und Hydroxyl- 
amin anbelangt, so kénnte man annehmen, daf der durch Hydrogenase 
aktivierte Wasserstoff zunachst zur Reduktion von Pyridinnucleotiden 
dient (PECK u. GEsT, 1954; PAokER u. VisHnzac, 1955; KorKas, 1955), 
die dann ihrerseits als H-Donatoren fiir die Nitrat-, Nitrit- und Hydroxyl- 
aminreduktase (Nason, 1956) fungieren kénnten. Jedoch muB man auch © 
mit der Moglichkeit rechnen, daB verschiedene wasserstoffiibertragende . 

1 Man hat danach folgende Arten von Nitratreduktion zu unterscheiden: 


1. Assimilatorische Nitratreduktion. Der Nitrat-Stickstoff wird nach Reduktion 
zum Aufbau von Proteinen benutzt. 

2. Echte dissimilatorische Nitratreduktion. Nitrat dient an Stelle von O, als 
H-Acceptor bei der Oxydation von organischen Verbindungen oder H,; die dabei 
frei werdende Energie erméglicht fakultativ anaeroben Organismen Wachstum 
unter anaeroben Bedingungen; die Endprodukte der Reduktion von Nitrat (N,, 
N,O, Nitrit oder NH}) werden ins Kulturmedium ausgeschieden (vgl. VERHOEVEN 
u. Mitarb. 1954). 

3. ,,Incidental dissimilatory nitrate reduction“. Wie 2., jedoch kann die frei 
werdende Energie nicht fiir anaerobes Wachstum verwendet werden. 
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Systeme an der aeroben assimilatorischen und der anaeroben dissimila- 
torischen Nitratreduktion beteiligt sind (vgl. VeRHorven, 1956; TANT- 
GuUCcHI, SaTo u. E@amr, 1956). Bemerkenswert ist in diesem Zusammen- 
hang die Tatsache, daB Nitrat von Ankistrodesmus und Scenedesmus mit 
H, viel langsamer reduziert wird als Nitrit, wahrend im aeroben Stoff- 
wechsel beide Verbindungen etwa gleich schnell verarbeitet werden. Man 
kénnte daraus vielleicht schlieBen, daB die Nitratreduktase dieser Algen 
andere H-Ubertriger bendtigt als die Nitritreduktase, und da8 nur der 
fir die Reduktion von Nitrit erforderliche H-Donator durch Hydrogenase 
und molekularen Wasserstoff in nennenswertem Umfang geliefert werden 
kann. Ahnliche Verhaltnisse liegen offenbar bei manchen Stiémmen von 
Escherichia coli vor, die normalerweise Nitrat mit H, nur bis zum Nitrit 
zu reduzieren vermégen. In diesem Fall fehlt lediglich ein fiir die weitere 
Reduktion des Nitrits notwendiger H-Ubertrager, der jedoch durch zell- 
fremde Substanzen ersetzt werden kann. Wird z. B. Benzylviologen als 
kiinstlicher Wasserstoffiibertrager zugegeben, so kénnen diese Organis- 
men Nitrat und Nitrit bis zur Ammonstufe reduzieren (LASCELLES u. 
Srinu, 1946). — Die gleichfalls relativ langsam verlaufende Reduktion 
von Hydroxylamin kénnte dagegen auch auf einer Giftwirkung der ver- 
wendeten ziemlich hohen NH,OH-Konzentration beruhen. Auch Tant- 
GUCHI, SATO u. Eaamr (1956) geben an, das Hydroxylamin durch einen 
Stamm von Escherichia coli langsamer reduziert wird als Nitrat oder 
Nitrit, obwohl es sich dabei hdéchstwahrscheinlich um ein normales 
Zwischenprodukt der Nitratreduktion handelt. 


Zusammenfassung 


1. Algen, welche das Enzym Hydrogenase besitzen (Ankistrodesmus 
braunti, Scenedesmus obliquus D3), konnen Nitrat, Nitrit und Hydroxyl- 
amin mit molekularem Wasserstoff im Dunkeln reduzieren. 2 Chlorella- 
Staémme, die keine Hydrogenase enthalten, sind zu dieser Reaktion nicht 
befahigt. 

2. Nitrit reagiert am schnellsten mit Wasserstoff. Nitrat wird mit 
kaum 10%, Hydroxylamin mit etwa 25% der Geschwindigkeit von 
Nitrit reduziert. 

3. Durch Anwesenheit von CO, wird die Reduktion von Nitrit mit 
Wasserstoff stark beschleunigt. Der Einflu8 des CO, ist katalytischer 
Art; eine nennenswerte CO,-Bindung findet dabei nicht statt. 

4. Je Mol reduzierten Nitrits werden in Abwesenheit von CO, 2,6 Mole 
H, verbraucht. In Gegenwart von CO, entspricht die H,-Aufnahme dem 
bei Reduktion des Nitrits zu NH; theoretisch zu erwartenden Wert 3,0. 

5. Im Gegensatz zur aeroben Nitritreduktion im Dunkeln wird die 
Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff im sauren pa-Bereich beschleunigt 
und durch Ammonsalz nicht gehemmt. 
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6. Gemeinsam haben aerobe und anaerobe Nitritreduktion eine hohe 
Empfindlichkeit gegen 2,4-Dinitrophenol sowie gegen Manganmangel. 

7. Die Reduktion von Nitrit mit Wasserstoff ist besonders gut zur 
quantitativen Erfassung der Hydrogenase-Aktivierung wahrend der H,- 
Adaptation der Algen geeignet. Zur Erreichung maximaler Hydrogenase- 
Aktivitat ist bei Ankistrodesmus eine 4—5stiindige anaerobe Inkubation 
notwendig. 

8. Die Beziehungen dieser Reaktion zur normalen aeroben Nitrat- 
reduktion sowie zur Knallgasreaktion H,-adaptierter Algen werden dis- 
kutiert. 

9. Auch Methylenblau ist als H-Acceptor fiir die Hydrogenase bei 
Algen geeignet. Ferricyanid wird dagegen nicht mit Wasserstoff reduziert. 

10. Versuche mit radioaktivem “CO, ergaben, da die aerobe Assimi- 
lation von Nitrat, Nitrit und Ammonsalz im Dunkeln mit einer erheb- 
lichen CO,-Bindung verkniipft ist. Diese ist am starksten mit Ammonsalz 
und am geringsten mit Nitrat. 


Literatur 


Banin, E. J., and M. Catvry: The path of carbon in photosynthesis. [X. Photo- 
synthesis, photoreduction and the hydrogen-oxygen-carbon dioxide dark reaction. 
J. Amer. Chem. Soc. 72, 5266—5270 (1950). — Breremann, L.: Stoffwechsel und 
Mineralsalzernahrung einzelliger Griimalgen. II. Vergleichende Untersuchungen 
iiber den Einflu8 mineralischer Faktoren bei heterotropher und mixotropher Er- 
nahrung. Flora (Jena) 142, 493—539 (1955). 

FRENKEL, A. W., and C. Rircrer: Photoreduction in algae. Nature (Lond.) 167, 
1030 (1951). 

Garrron, H.: Carbon dioxide reduction with molecular hydrogen in green algae. 
Amer. J. Bot. 27, 273—283 (1940). — Reduction of carbon dioxide coupled with the 
oxyhydrogen reaction in algae. J. Gen. Physiol. 26, 241—267 (1942). — Photo- 
synthesis, photoreduction and dark reduction of carbon dioxide in certain algae. 
Biol. Rev. Cambridge Phil. Soc. 19, 1—20 (1944). — Gust, H.: Oxidation and 
evolution of molecular hydrogen by microorganisms. Bacter. Rev. 18, 43—73 
(1954). — Gust, H., and J. L. Stoxns: The effect of carbon dioxide on reduction 
of methylene blue by microorganisms. Antonie van Leeuwenhoek, J. Microbiol. a. 
Serol. 18, 55—62 (1952). 

Harris, J. O.: The influence of carbon dioxide on oxygen uptake by testing | 
cells‘‘ of bacteria. J. Bacter. 67, 476—479 (1954). — Hus, J. W.: Function of carbon 
dioxide in the metabolism of heterotrophic cells. Nature (Lond.) 141, 647—648 
(1938). — Hurner, 8. H., and L. Provasoxt: The phytoflagellates. p. 27—128 in: 
A. Lworr: ,,Biochemistry and Physiology of Protozoa‘, Vol. I, New York 1951. 

Kusstur, E.: Uber den Mechanismus der Nitratreduktion von Griinalgen. I. 
Nitritbildung und Nitritreduktion durch Ankistrodesmus braunit (NAGELI) Brunn- 
THALER. Flora (Jena) 140, 1—38 (1953a). — Uber den Mechanismus der Nitrat- 
reduktion von Griinalgen. II. Vergleichend-physiologische Untersuchungen. Arch. 
Mikrobiol. 19, 4838—457 (1953b). — Uber die Wirkung von 2,4-Dinitrophenol auf 
Nitratreduktion und Atmung von Griinalgen. Planta (Berl.) 45, 94—105 (1955). — 
Reduction of nitrite with molecular hydrogen in algae containing hydrogenase. 
Arch. of Biochem. a. Biophysics 62, 241—242 (1956). — Stoffwechselphysiologische 
Untersuchungen an Hydrogenase enthaltenden Griinalgen. I. Uber die Rolle des 


Untersuchungen an Hydrogenase enthaltenden Griinalgen 181 


Mangans bei Photoreduktion und Photosynthese. Planta, im Druck. — Unter- 
suchungen zum Problem der photochemischen Nitratreduktion in Griinalgen. 
Planta, im Druck. — Korxus, 8.: Enzymatic reduction of pyridine nucleotides by 
molecular hydrogen. J. of Biol. Chem. 216, 737—748 (1955). — Krasna, A. I., and 
D. Rirrensere: A comparison of the hydrogenase activities of different micro- 
organisms. Proc. Nat. Acad. Sci. 42, 180—185 (1956). 

: Lascetxgs, J., and J. L. Stiu: The reduction of nitrate, nitrite and hydroxyl- 
amine by #. coli. Austral. J. Exper. Biol. Med. Sci. 24, 159—167 (1946). 

Nason, A.: Enzymatic steps in the assimilation of nitrate and nitrite in fungi 
and green plants. p. 109—136 in: ,, Inorganic Nitrogen Metabolism“, Baltimore 1956. 

Packer, L., and W. Visunzac: The specifity of a diphosphopyridine nucleotide- 
linked hydrogenase. Biochim. et Biophysica Acta 17, 153—154 (1955). — Prox, 
H. D., and H. Gest: Enzymic reduction of pyridine nucleotides by molecular 
hydrogen. Biochim. et Biophysica Acta 15, 587—588 (1954). — Prarv, R., and 
J. Fone: Studies on Chlorella vulgaris. III. Growth of Chlorella and changes in the 
hydrogen-ion and ammonium-ion concentrations in solutions containing nitrate 
and ammonium nitrogen. Amer. J. Bot. 27, 735—743 (1940). 

Scuatz, A.: Uptake of carbon dioxide, hydrogen and oxygen by Hydrogenomonas 
facilis. J. Gen. Microbiol. 6, 329—335 (1952). — Scuiucun, H.-G.: Die Rolle des 
molekularen Wasserstoffs im Stoffwechsel der Mikroorganismen. Arch. Mikrobiol. 
20, 293—322 (1954). — Die Beeinflussung des Phosphathaushalts von Mikro- 
organismen durch Kohlendioxyd. Arch. Mikrobiol. 28, 195—206 (1955). — ScHuULER, 
J. F., V. M. Ditter and H. J. Kersten: Preferential assimilation of ammonium 
ion by Chlorella vulgaris. Plant Physiol. 28, 299—303 (1953). — StrpHEnson, M.., 
and L. H. Sticknanp: Hydrogenase: A bacterial enzyme activating molecular 
hydrogen. I. The properties of the enzyme. Biochemic. J. 25, 205—214 (1931). — 
Syrert, P. J.: The assimilation of ammonia by nitrogen-starved cells of Chlorella 
vulgaris. I. The correlation of assimilation with respiration. Ann. Bot. 17, 1—19 
(1953). — The assimilation of ammonia and nitrate by nitrogen-starved cells of 
Chlorella vulgaris. I. The assimilation of small quantities of nitrogen. Physiol. Plant. 
8, 924—929 (1955). — The assimilation of ammonia and nitrate by nitrogen-starved 
cells of Chlorella vulgaris. [V. The dark fixation of carbon dioxide. Physiol. Plant. 
9, 165—171 (1956). 

Tanteucut, S., R. Saro and F. Ecamr: The enzymatic mechanisms of nitrate 
and nitrite metabolism in bacteria. p. 87—108 in: ,, Inorganic Nitrogen Metabolism“, 
Baltimore 1956. 

VERHOEVEN, W.: Some remarks on nitrate and nitrite metabolism in micro- 
organisms. p. 61—86 in: ,,Inorganic Nitrogen Metabolism“, Baltimore 1956. — 
VERHOEVEN, W., A. L. Koster and M. C. A. van Nisvexr: Studies on true dis- 
similatory nitrate reduction. III. Micrococcus denitrificans BrtsERINCK, a bacterium 
capable of using molecular hydrogen in denitrification. Antonie van Leeuwenhoek, 
J. Microbiol. a. Serol. 20, 273—284 (1954). 

Woops, D. D.: The reduction of nitrate to ammonia by Clostridiwm welchii. 
Biochemic. J. 32, 2000—2012 (1938). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 27, 8S. 182—218 (1957) 


(Aus dem Institut fiir angewandte Botanik, T. H. Miinchen) 


Zur Physiologie des Echten Hausschwamms 


Die Verarbeitung anorganischer Stickstoffverbindungen in Abhingigkeit 
yon Konzentration, py-Wert und Isoelektrischem Punkt 


Von 
LUISE LAMPRECHT 


Mit 12 Textabbildungen 
(Eingegangen am 24. Dezember 1956) 


Unter den zahlreichen Arbeiten tiber den Echten Hausschwamm 
nehmen merkwiirdigerweise physiologische Untersuchungen einen viel 
geringeren Raum ein als etwa anatomische, dkologische oder besonders 
bautechnische Studien, bzw. sind sie auf spezielle Gebiete (Sporen- 
keimung usw.) beschrainkt. Erst 1936 unternahm GIsTL orientierende 
Versuche iiber die allgemeine Salzfestigkeit, tiber fordernde und hemmende 
Salzdichten und ihre Auswirkungen auf das Wachstum. Unter an- 
derem wurde dabei auf Grund eines sehr guten Ertrages auf Nitraten die 
friiher bestehende Ansicht bezweifelt, daB der Pilz vor allem in Bau- 
lichkeiten mit gré8eren Mengen an Ammoniak und Ammonsalzen auf- 
trete, da auch am natiirlichen Standort Nitrate (,,Mauersalpeter‘‘) eine 
maBgebliche Ernahrungsgrundlage darstellen kénnen. Der ausgedehnte 
Konzentrationsbereich, in dem damals der Pilz in Kleie-Kulturen gedieh, 
entsprach seinem Verhalten in der Natur, sowohl an Orten aufzutreten, 
an denen viele Salze anfallen (Stalle und dgl.) als auch dort, wo diese in 
dem zur Verfitigung stehenden Wasser in nur geringsten Konzentrationen 
das Bauholz infiltrieren. 

Da bereits diese qualitativen Untersuchungen von nicht zu unter- 
schaitzender Bedeutung fiir die Praxis waren, lag es nahe, die Ergebnisse 
zu erweitern und durch quantitative Bestimmungen zu erharten. 


I. Methodik 


Kultiviert wurde auf 20 cm® einer optimal zusammengesetzten Nahrlésung in 
100 cm’ Erlenmeyerkolben. Nach 2-maligem Sterilisieren von je 3/, Std. im strémen- 
den Dampf blieben die Kolben zur geniigenden Sauerstoffbeladung einige Stunden 
stehen. Beimpft wurde mit Mycelstiickchen von 4 bis 6 Wochen alten Kulturen, 
die auf Weizenkleie mit dreifacher Menge Leitungswasser gezogen wurden. Die 
beimpften Kulturen wurden bei Zimmertemperatur im Kulturschrank aufbewahrt 
und durch Pappe gegen ungiinstig wirkenden Lichteinflu8 abgeschirmt. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte elektrometrisch 
mit der Chinhydronelektrode, deren Mefbereich ausreichend ist, da der Haus- 
schwamm in einem stirker basischen Medium als py8 sein Wachstum einstellt. Als 
chemische Reagentien wurden nur Praparate ,,pro analysi“ verwendet. Die quan- 
titative Bestimmung von NO, erfolgte nach der gravimetrischen Methode nach 
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Buscu (zit. bei Nrkias-GranpEL 1927) mit Nitron (1,4-Diphenyl-3,5-endanilo- 
dihydrotriazol), womit eine Erfassung des NO, bis zu einer Verdiinnung von 1:80000 
gewahrleistet ist. Stérungen sind dabei ausgeschaltet, da simtliche Bestandteile 
_ der Nahrlésung in den vorhandenen Mengen mit Nitron keinen Niederschlag er- 
geben. Die NH,-Bestimmung wurde nach Ksputpaun (PREGL 1930) dire 
gefiihrt mit Methylrot als Indicator. 


If. Entwicklung optimaler Kulturbedingungen 


Zur Auswahl eines geeigneten Untersuchungsmaterials wurden aus 
naturlichem Vorkommen sechs Hausschwammreinkulturen neu isoliert. 
Da der Stamm ,,Passau‘‘ neben einem raschen Wachstumsstart auch die 
groBten Mycelmengen nach vierwéchigem Wachstum auf einfachen 
Kleie-Kulturen ergab, wurde er als der geeignetste fiir alle Versuche 
dieser Arbeit verwendet. 


1. Kulturversuch auf synthetischen Néhrbéden 


Die bisher bekannten Salzwirkungen waren an Kulturen beobachtet 
worden, denen als Nahrboden feuchte Weizenkleie zur Verfiigung stand. 
Dieses Nahrmedium macht aber nicht nur eine quantitative Bestimmung 
unmdéglich, es hat auch den Nachteil, sowohl selbst eine hochwertige 
Nahrstoffquelle zu sein, als auch einen puffernden EinfluB auszuiiben 
und dadurch die Wirkung der zu untersuchenden Salze zu verwischen. 
Um gleichzeitig emen guten Nahrboden zu bieten, den Einflu8 bestimm- 
ter Ionen zu zeigen und ihre Bestimmung zu erméglichen, war die 
Kultivierung des Pilzes auf einer synthetischen Nahrlosung notwendig. 

Da Mezz (1908) Hausschwamm auf Sagemehl kultiviert hatte, welches 
mit Knopscher Nahrlésung getrankt worden war, wurde nun fiir einen 
orientierenden Versuch diese Lésung in Verbindung mit reinem Quarz- 
sand verwendet, der im Kolben schraég hochgeschichtet war, so daB die 
Flissigkeit zum Impfmaterial hochsteigen konnte, sein Untersinken aber 
verhindert wurde. Gepriift wurden die Nitrate von Kalium, Natrium, 
Calcium, Magnesium und Eisen einerseits; Chlorid, Sulfat und die 
3 Phosphate von Ammonium anderseits. Nach Ausschaltung der Kleie- 
wirkung war eine Wachstumssteigerung von 0,1—0,3 mol, wie sie von 
GistL beobachtet wurde, nirgends mehr festzustellen, vielmehr eine 
zunehmende Verminderung des Wachstums. Aus diesem Grunde sollten 
fiir die spater durchzufiihrenden quantitativen Untersuchungen nur 
Konzentrationen unter 0,1 mol verwendet werden. Ein Vergleich mit 
Hausschwammkulturen auf Kleienihrbéden zeigte ferner eindeutig, dal 
selbst die besten Nahrlosungskulturen im Wachstum erheblich hinter 
Kleiekulturen zuriickblieben. So lag der SchluB nahe, daB die ver- 
wendete Knopsche Nahrlésung dem Hausschwamm lebensnotwendige 
Salze noch nicht in optimaler Zusammensetzung bot, oder noch “‘Tonen 


enthielt, die entbehrlich sind. 
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2. Aschenanalyse 

Einen Hinweis auf jene optimalen Konzentrationen bot die Aschen- 
analyse, da der Pilz lebenswichtige Elemente in den giinstigsten Mengen 
aufnehmen und speichern kann. Durch einen Vergleich der Aschen- 
bestandteile von Hausschwammycel aus natiirlichen Standorten und 
aus Kultur konnten dann durch Verminderung oder Erhéhung der 
einzelnen Salzmengen in der neu herzustellenden Losung Bedingungen 
geschaffen werden, die denen in der Natur oder auf Kleie weitgehend 
angepaBt waren. 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Mycelasche von Echtem Hausschwamm 


1. Aus natiirlichem Vorkommen| 2. 3. 
(in ABling, z. T. beginnende Aus Kleiekulturen Aus Knopscher Lésung 
Fruchtk6érperbildung) 


K 35,6% Fe 3,9% | K 20,5% Fe etwa 1% 
Ca 3,4% SO, 7,% | Ca 69% SO, 41% 
Mg 1,8% PO,29,1% | Mg 1,9% PO, 32,7% 


K 24,3% Fe unter1 % 
Ca 161% SO, 5,1% 
Mg 2,1% PO, 33,5% 


Nach diesem Ergebnis muBte in der neu herzustellenden Haus- 
schwammnahrlésung vor allem die Ca-Zugabe auf héchstens 1/; oder 1/, 
der Menge, die in der Knopschen Lésung enthalten ist [= 1 g Ca(NO,).]} 
reduziert werden. Der Mg-Anteil, der hier zum antagonistischen Aus- 
gleich notwendigerweise héher war als bei natitirlich gewachsenem Mycel, 
stellte einen GroBteil der in der Knopschen Lésung gebotenen Menge dar 
(= 0,25 g MgSO, -7 H,O). Es muBte also mit einer geringen Erhéhung 
der Mg-Gabe gerechnet werden. Auch fiir Kalium muBte eine Erhéhung 
in Aussicht genommen werden. Nach den 3 Analysen der Tab.1 betrug 
das Verhaltnis K: PO, [nach Muz (1908) 2:3] 4:3; bzw. 2:3; bzw. 3:4. In 
der neuen Nahrlésung sollte es soweit méglich dem von 1. angepaBt wer- 
den. Die Zugabe einer Spur eines Fe-Salzes schien ausreichend. 


3. Entwicklung einer optimal zusammengesetzten Naéhrlosung 

Unter Beriicksichtigung bisheriger Beobachtungen und der Riick- 
schliisse aus der Aschenanalyse sollte auch direkt die bestgeeignete 
Konzentration von K, Mg, Ca, SO, und PO, ausgetestet werden. Dazu 
wurde jeweils eines der genannten 5 Ionen in variierten Mengen von 
0,01—0,1 mol/l gereicht. Die Konzentration mit dem besten Ertrag 
wurde dann fiir den nichsten Versuch beibehalten, in welchem ein an- 
deres lon als variabler Faktor vorlag (KRoHN 1912). Das zu priifende 
Anion oder Kation wurde mit Na oder Cl kombiniert, da nach einem 
Vorversuch NaCl in Mengen bis zu 1 g/l das Hausschwammwachstum 
weder férderte noch hemmte. Da diese Versuche sehr umfangreich und 


methodisch alle gleich sind, sei aus den Arbeitsaufzeichnungen als Beispiel 
hier nur Tab. 2 angefiihrt. 
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Die in dieser Versuchsgruppe ermittelten Optimalkonzentrationen 
liegen fir Kalium bei 0,02 mol/l, fir Magnesium bei 0,0025 mol/l, fiir 
primares oder sekundires Phosphat bei 0,02 mol/l (bei der Mischung 
von HPO, + H,PO, im Verhiiltnis 1:1 infolge Pufferung jedoch bei 
0,03 mol!), fiir Sulfat bei 0,005 mol. Da Sulfat in der N ahrlosung als 
Salzpartner von Mg vorlag, sollte der fehlende Betrag von 0,0025 mol/l 
als CaSO, geboten werden. 


Tabelle 2. Priifung auf die optimale Kaliumkonzentration 


Kalium- cm Mycelhéhe in Kolben Nr. | Mittelwert der 
Konzentration Bemerkungen Erntetrocken- 
in mol/l 1 2 3 4 5 gewichte in 
Milligramm 
0,01 4 Ano 4 3,9 | 4 Mycel diinn, lang, weiB 21,8 
0,02 4,5 | 4,3 | 5 4,1 | 4,8 | bestes Wachstum, 37 
Mycel dicht, weiB 
0,03 7 ASSIA a cE ee 3,6 | Mycel dicht, weiB 36,2 
0,04 3 Ono. cml) Oo,om| oO Mycel dicht, gelblich 23 
0,05 BD eiease ue 3,1 | 3,4 | Mycel locker, gelblich 21,8 
0,06 3 3,1 | 2,4 | 3,4 | 3 Mycel gelb 21 
0,07 3 2,9 | 3,1 | 2,4 | 2,8 | Mycel und Nahrlésung 20 
gelb 
0,08 3 thle 2.6.1 3, Bildung von Riesen- 17,8 
zellen, gelb 
0,09 2,4 | 2,7 | 2,5 | 2,9 | 2,9 | Bildung von Riesen- iya2 
zellen, gelb 
0,1 2,44 252) 2 Ire | es) Bildung von Riesen- 15 
zellen, gelb 


Der Versuch zur Ermittlung der Optimalkonzentration von Calcium 
war umfangreicher als die bisher genannten, zumal noch nicht geklart 
war, ob fiir den Hausschwamm Ca lebenswichtig oder nur wachstums- 
férdernd sei (A. Rrppet u. Storss 1932). Die Angaben in der Literatur 
tiber die Ca-Wirkung sind so vielfaltig, da8 man fast eine Unersetz- 
barkeit annehmen mochte. Hine seiner bedeutendsten Eigenschaften, die 
Ausfillung von Sulfat und besonders von Oxalat ist fiir den Haus- 
schwamm nur von geringerer Bedeutung als fiir andere Pflanzen, da der 
Pilz besonders das Stoffwechselprodukt Oxalat gleich nach aufen ab- 
scheidet (vgl. die oft zahlreichen Ca-Oxalatkristalle an der Aufenseite der 
Hyphen!). So mu8 das Gift nicht in der Zelle selbst unschadlich gemacht 
werden, sondern lediglich in der umgebenden Nahrlosung. 


Nach derzeitigen Anschauungen diirfte dem Calcium vor allem durch seinen 
Antagonismus eine maBgebende Bedeutung zukommen. Dieser onenantagonis- 
mus erstreckt sich auf einwertige Kationen der Alkalien ebenso wie auf Mg, 
das in Gegenwart von Erdalkalien ebenfalls eine quellende Wirkung auf die Plas- 
maoberflache zeigt. Unter solch quellendem Einflu§ kénnten namlich aus der Zell- 
wand etwa vorhandene Phosphatide, Lipoide, Phytosterine oder Pektinstoffe heraus- 
gelaugt werden, wenn nicht das Calcium durch seine Verbindung mit eben diesen 
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Inhaltsstoffen die Zellmembranen verdichten wiirde. Gleichzeitig vermindert Ca 
wie alle Erdalkalien das hohe Permeationsvermégen der Alkalien. Die letztgenannte 
gegenseitige Einwirkung spielt sich wahrscheinlich vor allem an der Plasmaoberflache 
ab. Daneben wurde aber schon 1928 von SPEK eine direkte Ionenwirkung auf die 
Plasmakolloide als Méglichkeit angegeben, den Antagonismus zu erklaren. Da aber 
jedes andere Erdalkali-Ion ein Alkali-Ion wie Natrium und Kalium entgiften kann, 
geniigen diese Eigenschaften noch nicht zur Begriindung der Unersetzbarkeit 
von Cal. 

Um die etwaige Lebensnotwendigkeit von Ca fir Hausschwamm zu 
klaren, wurde analog zur genannten Arbeit von A. RIPPEL u. SToEss der 
Versuch folgendermafen unterteilt: 1. Unterbleibt in einer Ca-freien 
Lésung das Wachstum? 2. Kann Ca durch ahnliche Elemente wie Ba oder 
Sr ersetzt werden? 3. Kénnen an Stelle von Ba oder Sr auch andere 


Stoffe treten? 

Zu 1. Hausschwammkulturen mit Ca-freier Nahrloésung in 
Quarzkolben, in gewohnlichen und in mit Paraffin ausgegossenen Jenaer 
Glaskolben ergaben alle Wachstum, wenn auch schwacher als mit Ca. Der 
pu-Verlauf wich dabei nicht von dem in Normalkulturen ab. 

Zu 2. Hitte Ca die gleichgroBe Bedeutung wie etwa K oder Mg, so 
kénnte es nicht ohne schwere Eingriffe in das Zellgeschehen durch andere 
Elemente ersetzt werden, da die Eiweifsalze ihren physikalisch-che- 
mischen Charakter andern, je nach der Art des Kations oder Anions, mit 
dem sie in Verbindung stehen. 


Auf Grund der chemischen Ahnlichkeit (gleiche Wertigkeit, gleiche Gruppe im 
Periodensystem der Elemente) wurden Barium und Strontium als Austausch- 
ionen fiir Ca gewahlt, obwohl sie als Zellgifte bekannt sind. Bei dieser Probe auf 
die Ersetzbarkeit des Calciums sollte gleichzeitig auch der Ionenantagonismus 
dieser beiden Erdalkali-[onen gegeniiber Magnesium und Alkali-Ionen beob- 
achtet werden. Dies geschah durch die Verabreichung von Mg(NO,),. baw. NaNO, 
als Stickstoffquelle und den Vergleich des dabei erzielten Wachstums in der Kom- 
bination mit BaCl, bzw. SrCl,. Es wurden angesetzt: 


Je 4 Kolben mit neutraler Nahrlésung + 0,05 mol NaNO, 
if mit neutraler Nahrlésung + 0,05 mol Mg(NO3). | + jeweils 0,005 mol 
44 mit saurer Niahrlésung + 0,05 mol NaNO, BaCl, 
, mit saurer Nahrlésung + 0,05 mol Mg(NO,), 


Bereits nach 10 Tagen war in den Versuchskolben die gleiche Mycel- 
menge gebildet wie bei Kontrollkolben mit CaCl,. Das bedeutet, da Ca 


? Der lonenantagonismus wurde 1953 durch E. Lisserr beim Wurzelwachstum 
umfassend untersucht und folgendermaBen erliutert: An der Plasmaoberflache 
wirkt ein lon um so giinstiger, je stiirker fallend (= entquellend) es ist, im Plasma- 
innern hingegen um so schadlicher bei gleicher Eigenschaft. Die Entgiftung eines 
schwach fallenden (= quellenden) Ions durch ein stark fallendes erfolgt an der 
Plasmaoberfliche, die umgekehrte Erscheinung im Innern. Entgiftungen der ein- 
zelnen Ionen untereinander kénnen durch Verdrangungserscheinungen erklart 
werden, wobei plasmafremde Ionen durch gleichwertige andere ersetzt werden, an 
welche das Plasma angepaBt ist. [Vgl. auch ZonpEK (1927) iiber die Riickgingig- 
machung von Vergiftungen durch Ca. ] 


— 
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durch Ba vollwertig ersetzt werden kann. Bei der Betrachtung des Ionen- 
antagonismus zeigte sich, da dem Ba-Ion durch Mg ein schwiicher 
(quellend) wirkendes Gegengewicht geboten wird als durch Na. 

Bei der Priifung der Ersetzbarkeit des Ca durch Sr kamen bei gleicher 
Kinteilung zu den 4 Versuchsgruppen jeweils 0,005 mol SrCl,. Nach 
20 taégigem Wachstum zeigt sich auch in diesem Versuch, daB Ca durch Sr 
ersetzt werden kann. Die unterschiedliche antagonistische Wirkung bei der 
Kombination Sr/Mg und Sr/Na trat hier 
nicht so stark in Erscheinung wie bei Ba. 

Da8 keine gréBeren Verschiebungen des 
physiologischen Verhaltens bei der Auf- 
nahme von Nahrsalzen eintraten, bewiesen 
Kontrollen am Ende der Wachstums- 
periode. Sadmtliche Nahrlésungskompo- 
nenten waren in gleichen Mengen ver- 
braucht worden wie in Lésungen mit Ca, 
lediglich der PO,-Verbrauch war etwas 
erhoht. 

Die Erntetrockengewichte der Ba-Reihe 

i , Abb. 1. Hausschwammwachstum auf 
waren den Werten der Strontiumreihe Tannin (nach 30 Tagen) 
uberlegen (im Verhaltnis 6:5). Dies war 
erstaunlich, da die Giftwirkung des Ba-Ions nach friiheren Erfahrungen 
groBer ist als die des Sr. So wurde z. B. von PrrscHueE (1935) auf eine 
Ubereinstimmung der Zunahme der Giftwirkung mit den Héberschen 
Ubergangsreihen hingewiesen, die in diesem Falle Ca < Sr < Mg < Ba 
angibt. (Vgl. fiir andere Pilze A. RippEL u. SToEss sowie A. RIPPEL u. 
LoHRMANN, ferner LOHRMANN.) 

Zu 3. Sieht man den Grund fiir die Ersetzbarkeit des Ca durch Ba oder 
Sr hauptsachlich in der gleichen entquellenden Wirkung, so konnte auch 
an einen Ersatz durch Stoffe véllig anderer Art, aber gleicher Wirkung 
gedacht werden, etwa Borséure oder Tannin. Da der Hausschwamm bei 
seinem natiirlichen Vorkommen am wahrscheinlichsten mit Tannin in 
Beriihrung kommt, wurde dieser Stoff in geringer Menge (5 mg auf 
250 cm3) statt Ca zugegeben. Im Wachstum zwischen Kolben mit 
0,005 mol Ca und der genannten Tanninmenge war nach 4wéchiger 
Kulturperiode kein Unterschied feststellbar, d.h. also, daB Ca auch 
durch Tannin (geringe Menge!) ersetzbar ist (Abb. 1). 

Als Gesamtergebnis dieses Versuches folgt, dab Calcium ein nicht 
unbedingt lebensnotwendiges Element ist und daher durch Stoffe ersetzt 
werden kann, die den quellend wirkenden Ionen ein verdichtendes 
Gegengewicht bieten, z. B. Ba, Sr und geringe Mengen Tannin. Es ist 
jedoch eindeutig wachstumsférdernd, so dafs neben einem ausgepragten 
Einflu® auf das Liangenwachstum der Hyphen durch seine Anwesenheit 

113% 
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auch einer Wachstumsermiidung entgegengesteuert werden kann. Aus 
diesem Grunde wurde eine Menge von 0,0025 mol CaSO, in die neue 
Nahrl6sung mit aufgenommen. 

AuBer den nun bekannten Optimalkonzentrationen fiir die einzelnen 
anorganischen Salze muBte auch die Menge Glucose ermittelt werden, 
die fiir eine Wachstumsperiode von 4—6 Wochen am rationellsten war. 
Bei der Priifung mittels Polarimeters (Reichert, Wien) nach 4wéchigem 
Wachstum entsprechen der aufgenommenen Menge von: 

159 mg Glucose bei einer Konz. von 0,1 mol/l 47,8 mg Mycel/100 mg Glucose 


198 ” 2° 9 0,2 ee 142,22 +e 2”? 
144 rs 7 ay alae ne abies, % ” 
181 % 3 » 1  . 107,53 » ” 


Die Glucosegabe von 0,2 mol/l wurde demnach am ékonomischsten 
ausgewertet und sollte in der neuen Nahrlésung in dieser Héhe geboten 
werden. Die allgemeine Zuckervertraglichkeit liegt jedoch viel héher. 
Erst bei so hohen osmotischen Werten, wie ihn 3 mol Glucose/l (= 54%) 
darstellen, ist ein Hemmwert erreicht, analog zum Verhalten osmophiler 
niederer Pilze. 

Zur Vervollstaéndigung der Nahrlosung erwies sich die Zugabe geringer 
Mengen Vitamin B, noch als notwendig. Bei Mengen von 0,5 mg/l wurde 
auch bei langeren Wachstumsperioden ein dichtes, reinweiBes Mycel ohne 
irgendwelche Hemmungserscheinungen gebildet (Norp/Vrruccr 1946, 
1947, KUHLWEIN u. ZoBERST 1953). 

Versuche tiber eine Beeinflussung des Wachstums auf synthetischen 
Nahrbéden durch den Zusatz geringer Agar-Agar-Mengen (A. RIPPEL 
1936) verliefen negativ. 

Nach den Ergebnissen von Abschnitt II wurde die Hausschwamm- 
nahrlésung nun folgendermaBen zusammengesetzt: In 11 H,O wurden 
geldst: 0,02 mol KH,PO, bzw. K,HPO,; 0,0025 mol MgSO,; 0,0025 mol 
CaSO,; 0,2 mol Glucose; eine Spur FeSO,; 1 cm*® Spurenelemente nach 
HoaAGuLanp; 0,5 mg Vitamin B,. 

DaB diese Lésung tatsichlich optimale Wachstumsbedingungen 
lieferte, bewiesen erneute Versuche, nach denen auf 20 em? Nahrlésung 
nun ein ausgezeichnetes Wachstum erzielt wurde, das fiir quantitative 
Untersuchungen eine entsprechende Grundlage bot. 


IH. Direkte Bestimmung des isoelektrisechen Punktes (IEP) 
durch Mikrokataphorese 


Wie aus den Vorversuchen hervorgeht, wird die Aufnahme der in der 
Nahrlésung enthaltenen Ionen durch die Konzentration, durch den 
Salzpartner, durch den py-Wert der Nahrlésung usw. beeinfluBt. Un- 
beachtet blieben bisher jedoch die physikalisch-chemischen Verhiltnisse 
der Zelle (HOBER 1922 und 1947). 
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Da8 z. B. eine positive oder negative Ladung des Plasmas, des Zellsaftes oder 
der Membran auch ein verschiedenes physiologisches Verhalten zur Folge hat, liegt 
in der Tatsache begriindet, daB die HiweiBe der Zelle amphotere Elektrolyte sind, 
da8B somit die Ladung des Plasmas und des Zellsaftes nach GréBe und Vorzeichen 
vom umgebenden py-Milieu mitbestimmt ist. Entfernt sich z. B. der pg-Wert der 
Nahrlésung zu weit vom Neutralpunkt des Zellplasmas, so setzt eine Giftwirkung der 
H- oder OH-Ionen ein, beruhend auf struktureller Anderung der PlasmaeiweiBe. 
Bei einem ganz bestimmten py-Wert nun, der fiir jedes Eiwei8 charakteristisch ist, 
verhalt sich dieses wie ein ungeladener Kérper. Es stehen sich gleiche Mengen 
KiweiS8kationen und EiweiBanionen gegeniiber, bzw. es liegen ungeladene Molekiile 
vor. Hier liegt der sogenannte Isoelektrische Punkt (IEP). Die EiweiBmolekiile, 
symbolisch AH genannt, vermégen naémlich sowohl H*+-Ionen anzulagern > AH,*, 
als auch H*-Ionen abzuspalten, > A-, wobei jedem dieser Vorgange ein Dissoziations- 
gleichgewicht entspricht, ausgedriickt durch die Konstanten K, und K,. Am IEP sind 
die Konzentrationen der AH,*-Ionen und der A--Ionen gleich: Higg = YK, - Ky. 

Der Begriff IEP, urspriinglich nur fiir Lésungen rein dargestellter Eiwei8- 
substanzen gepragt, laBt sich auch auf: Zellen und Gewebe anwenden und stellt 
dann einen Mischwert der am Plasmaaufbau beteiligten EiweiBe dar. Neben seiner 
allgemeinen Bedeutung fiir den lebenden pflanzlichen Organismus (Leistungs- 
minimum am IEP, Boas 1928, Alterung der Zellen bei Annaherung der elektrischen 
Verhaltnisse der Kérpersubstanz an deren IEP, siehe Zusammenfassung bei PFEIFFER 
1929) war die Méglichkeit einer Beeinflussung der Aufnahme von Kationen oder 
Anionen von besonderem Interesse. RopBiInS u. Davipson (1923) fanden z. B. bei 
Versuchen mit Helodea und Solanum, da8 unterhalb von py 4,5 Saurefarbstofte, 
zwischen 4,5 und 6,5 bevorzugt Anionen und ab 6,5 besonders Kationen aufge- 
nommen wurden. Aus der verschiedenen Aufnahme von Nitrat- und Ammon- 
stickstoff zog K. Rrppet (1931) den SchluB, aus dem ,, Umkehrpunkt* der jeweiligen 
Tonenaufnahme den IEP bestimmen zu kénnen, wobei er eine Aufnahme in Jonen- 
form voraussetzte. Aus Arbeiten von WaRBuRG (1920), SaxkamuRa (1930), RrsBERT 
(1931) u. a. geht jedoch hervor, da8 die dort angenommene Voraussetzung nicht zu 
Recht besteht, so daB Irzmrorr (1936) und BUnnre (1936) diese Bestimmungs- 
methode des [EP ablehnten. 


Um nun bei den Versuchen zur Ermittlung des IEP lebenden Haus- 
schwammycels Ungenauigkeiten, wie bloBen Riickschlu8 auf dessen 
Lage, auszuschalten, wurde aus einer Reihe von direkten Bestimmungs- 
methoden (Aciditatsanderung, chemisches Bindungsvermégen, Ad- 
sorptionsminimum und minimale Ionenabgabe) die des Stillstands der 
elektrophoretischen Wanderung als die fiir diesen Fall zuverlassigste 


ausgewahlt. 


Dieser Vorgang ist folgendermaSen zu erklaren: Ein in Wasser suspendiertes 
Teilchen tragt gewdhnlich eine elektrische Ladung, sei es durch den eigenen Ionisa- 
tionszustand oder durch Adsorption von Ionen an der Grenzschicht und zeigt daher 
beim Anlegen eines elektrischen Feldes Wanderung zum entgegengesetzten Pol. 
Die Kolloidteilchen sind nach HetmHotrTz von einer Doppelschicht von Ionen um- 
geben, wobei die festhaftende Lage der Doppelschicht zusammen mit den Teilchen 
sich unter der Wirkung des auferen elektrischen Feldes bewegt. Je nach dem px- 
Wert der umgebenden Lésung reagieren die Zwitterionen des Ampholyten als 
positive oder negative Ladungstrager, wandern also zur Kathode oder zur Anode. 
Am IEP liegt das Maximum der Neutralteilchen und somit das Ende der katapho- 


retischen Wanderung. 
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Die fiir die Versuche notige Beobachtungskammer zeigt Abb. 2. 


Sie wurde durch Aufkleben schmaler Glasstreifen in einem 7 cm langen Cuvetten- 
deckel hergestellt, so daB ein kleiner Trog von den Ausmafen 8 x 10 mm entstand. 
Die Tiefe desselben wurde bei einzelnen Versuchen variiert und betrug 1,5; 1,8 und 
2 mm. Die Elektroden, die zur Vermeidung stérender elektrolytischer Zersetzungs- 
vorginge unpolarisierbar sein sollen, wurden aus versilbertem Nickelindraht in 
Form zweier flacher Spiralen gedreht, zwischen 2 Glasplatten im Abstand von 
1 cm mit warmem KCl-Agar (2% Agar in n/10 KCl) vergossen und nach dem Er- 
starren mit etwas warmem KCl-Agar fest in den Cuvettendeckel eingebettet. Durch 


Deckglas autdep 
| beobachtungs- 
/ kammer 


Elektrode7 Pufferreservoire Elekfrode 2 
Abb. 2. Mikrokataphorese-Kammer (nat. GréBe) 


flexible Drahte wurden die Elektroden mit dem Plus- und Minuspol vom Netz ver- 
bunden. Ein dazwischen gebauter Umschalter diente zur Kontrolle der Wanderungs- 
umkehr nach Umpolung und zur Vermeidung von etwaigen elektrolytischen 
Strémungen durch zu langen StromfluB in der gleichen Richtung. Einer méglichst 
stérungsfreien Beobachtung diente auch ein kleines Reservoir an Pufferlésung, das 
sich durch einen Abstand von 5 mm zwischen Kataphoresekammer und Elektroden 
bildete. Die Wanderung wurde beobachtet bei einer Stromstdrke von 4—5 mA und 
einer Spannung von 110 V, bzw. einer StoBspannung von 440 V (mit vorgeschaltetem 
Schutzwiderstand) (Abb. 3). Die mittlere Feldstirke in der Aufschwemmung betrug 
bei 110 V (mit statischem Voltmeter gemessen): Mit Phosphat-Citratpuffer nach 
Mc Itvarne/SORENSEN 75 V/cm, mit Phosphatpuffer nach SORENSEN 90 V/cm, mit 
Acetatpuffer nach MicHaELis 100 V/cm. Da die Elektroden nicht ganz unpolarisierbar 
waren, fiel sie innerhalb 1 sec auf etwa */, des Ausgangswertes ab. Solche hohen 
Feldstarken erwiesen sich als nétig, um die relativ groBen Hyphenbruchstiicke zur — 
Wanderung zu bringen. 

Da sich im Laufe der Versuche zeigte, daB eine geringe Stromstirke bei kleiner 
Leitfahigkeit wegen der héheren Feldstirke am geeignetsten ist, wurde fiir die 
weiteren Untersuchungen nur Acetatpuffer nach MicuaELis mit geringer Leit- 
fahigkeit verwendet. Der damit herstellbare py-Bereich von 3,2—6,2 war bereits 
bei einem Vorversuch als ausreichend fiir die Lokalisierung des IEP erkannt worden. 


Zur Herstellung richtiger TeilchengréBen wurden die langen Haus- 
schwammhyphen durch Zerreiben im Morser zerkleinert, was zweifellos 
einen groben Eingriff in das lebende Zellgefiige bedeutet. DaB jedoch diese 
Hyphenbruchstiicke (vielleicht nach Art von Chlamydosporen) zu- 
mindest zum Teil noch lebend und zu weiterem Wachstum fahig waren, 
erwies ein Kontrollausstrich auf Wiirzeagar, wo dieses zerriebene Mycel 
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nach kurzer Zeit wieder neue Lufthyphen bildete. Es kann also zu Recht 
von einer Bestimmung des IEP lebender Hausschwammzellen gesprochen 
werden. Eine Beeintrachtigung der Kataphorese durch die Brownsche 
Molekularbewegung, wie sie bei zu kleinen Teilchen auftritt, muBte nicht 
beriicksichtigt werden. Die durch das elektrische Feld hervorgerufene 
kinetische Energie ist n&émlich bei gleichbleibender Geschwindigkeit 
proportional der Grofe der Teilchen und tiberwiegt somit bei den hier 
vorliegenden AusmaBen die Energie der Brownschen Bewegung. 


= 220 V bs 


Laden Entloden * 


C4 FD 


440V 


Abb. 3a. Schaltskizze. Fiir 110 V Dauerspannung an der Kataphoresekammer 


Abb. 3b. Schaltskizze. Fiir 440 V StoBspannung. In der Stellung ,,Laden‘‘ wird der Kondensator auf 
220 V aufgeladen. In der Stellung ,,Entladen“ wird er in Serie zum 220 V-Netz geschaltet und ergibt 
‘ mit diesem eine kurzzeitig dauernde Spannung von 440 V 


Zum Versuch wurde der eingangs beschriebene Cuvettendeckel mit Elektroden 
und Kammer auf den Tisch eines gewohnlichen Arbeitsmikroskops gelegt und die 
Wanderung bei 120- und 540facher VergréBerung beobachtet. Die Hinstellung auf 
die giinstigsten, strémungsfreien Kammertiefen von 4/; und */; wurde von KOLBEL 
(1947) tibernommen. Die Hyphenbruchstiicke wurden sofort nach dem Zerreiben in 
der Pufferlésung suspendiert und diese Aufschwemmung in die mit Deckglaschen 
nach oben hin abgeschlossene Kataphoresekammer gegeben, ebenso wurden die ge- 
nannten Fliissigkeitsreservoire mit der gleichen Pufferlésung gefiillt. Durch kurzes 
Andriicken des sehr leicht gebauten Druckumschalters bzw. durch Entladen eines 
Kondensators wurde dann fiir ganz kurze Zeit ein mehr oder minder starker Strom- 
stoB durchgeschickt. AnschlieBend wurde zur Kontrolle umgepolt und jetzt die 
Wanderungsrichtung beobachtet. 


In 12 Untersuchungsgruppen mit 4 verschiedenen Kammern, 3 ver- 
schiedenen Puffern, 12 verschiedenen Hausschwammycelien, mit und 
ohne Deckglas auf der Beobachtungskammer erfolgte in sémtlichen 
Fallen bis py 4,4 eindeutig kathodische Wanderung, ab px 5,3 eindeutig 
anodische Wanderung. Dariiber hinaus ergaben einige Versuche bis 
px 4,7 schwache kathodische, ab py 5 schwache anodische Wanderungs- 
richtung. Zwischen 4,7 und 5 war kaum irgendwelche Bewegung fest- 
zustellen. Somit durfte trotz der Verwendung einer sehr einfachen 
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Apparatur sicher angenommen werden, daf im Bereich zwischen py 4,7 
und 6 der isoelektrische Punkt der lebenden Hausschwammzelle liegt. 

Die Versuche, den IEP durch Mikrokataphorese direkt zu bestimmen, 
sollten noch durch einige Untersuchungen erginzt bzw. verbessert 
werden. Bei seinen Beobachtungen an Hefe hatte KO~BEL (1947) fest- 
gestellt, daB lebende Zellen durchwegs zur Anode wandern. Er erklarte 
diese Erscheinung mit einer stark negativen Ladung der Cellulose- 
membran der Hefen, wenn diese nicht durch Farbstoffkationen ab- 
gesattigt ist. Durch eine Anfaérbung des Hausschwammycels konnte 
méglicherweise der IEP im Bereich von 4,7—5 weiter eingeengt werden. 
Es muBten also noch Membranzusammensetzung, deren Anfarbeméglich- 
keit und zuletzt die Wanderungsverhaltnisse angefarbter Mycelbruch- 
stiicke bei der Mikrokataphorese gepriift werden. 


1. Membranzusammensetzung 


Seiner systematischen Stellung entsprechend war anzunehmen, da8 
der Hausschwamm als Vertreter der Basidiomyceten Chitinmembranen 
besitzt. 

Im Chitinmolekiil sind analog zum Cellulosemolekiil die Grundbausteine, hier 
N-Acetylgruppen enthaltende Glucosaminreste, glucosidisch miteinander verkettet. 
Da mit Ausnahme einer réntgenographischen Aufnahme von Merulius-Strangmycel, 
welche die fiir tierisches und pflanzliches Chitin kennzeichnenden Interferenzen 
aufwies (SCHULZE, THEDEN u. VAUPEL, 1937) weitere Angaben in der Literatur 
fehlten, konnten bisher nur durch die Untersuchungen an sehr nahe verwandten 
Arten Riickschliisse gezogen werden. Von besonderem Interesse war dabei, da 
Scumipt (1936) aus 2 Polyporus-Arten und einer Fomes-Art zwar reines Chitin 
gewonnen hat, dabei aber bemerkte, daB ,,héchstwahrscheinlich Chitin nicht die 
einzige Geriistsubstanz sei, sondern daB noch cellulosedhnliche Bestandteile am 
Aufbau des Geriists beteiligt sind‘‘. NaBrt (1939) analysierte ebenfalls eine Poly- 
porus-Art und fand bei der Farbung von Fruchtkérperschnitten, daB ,,neben 
Chitin auch noch eine Inkrustierung der Membranen mit anderen unbekannten 
Stoffen‘‘, aber nicht Cellulose, vorlige. 

Zur Bestimmung der Membransubstanz bei Merulius wurde hier die 
bekannte Reaktion des Chitosans verwendet, welches mit JKJ und ; 
verdiinnter H,SO, eine violette Fiarbung ergibt. (Ohne vorherige, sorg- 
filtige Reinigung ist diese Farbreaktion jedoch nicht durchfihrbar.) 
Nach der Methode v. WIssELINGHS (zitiert bei Napet, 1939) und 
der von Scumipt (1936) wurde auf zweifache Weise Chitosan aus Haus- 
schwammycelien gewonnen. 

Durch die Zugabe von JKJ und verdiinnter H,SO, zu beiden Pra- 
paraten trat eine tiefrot-violette Firbung ein. Damit war das Vorhanden- 
sein von Chitin als hauptsdchlicher Bestandteil der Membranen vom Haus- 
schwamm nachgewiesen. Die Zugabe von weiterem JKJ und konzen- 
trierter H,SO, verdringte diese Farbe, es blieb ein fast schleimiger, 
sehr geringer Riickstand, der die schmutzig dunkelblau-braune Farbe 
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ie ungereinigtes Mycel annahm. Das Ausbleiben einer deutlichen 
lauen Cellulosefarbreaktion besagte jedoch, da letztere als Geriist- 
substanz beim Hausschwamm nicht vorkommt. 


| 2. Farbeversuch 


Zur Anfairbung der Zellmembranen wurde der basische Fluorescenz- 
farbstoff Acridinorange ausgewahlt, da hiermit sowohl geringste Farb- 
stoffanlagerungen sichtbar gemacht werden konnten, als auch eine 
Schiadigung der Zelle nicht zu erwarten war, da der Farbstoff in Konzen- 
trationen, die 1:5000 nicht iiberschreiten, nach STRUGGER (1949) 
ungiftig ist. 

Nach Angaben von SrruccER wurde auch ein Fluorescenzmikroskop behelfs- 
maGSig hergestellt, unter Verwendung einer Osram-Hg-Hochdrucklampe, Blau- 
filter BG 3 und BG 25 und eines Sperrfilters OG 5. Zur Fluorescenzanregung ge- 
langten im wesentlichen nur die blauen und violetten Hg-Linien im Sichtbaren und 
die 3600-Linie im UV (festgestellt durch UV-Handspektroskop, Hilger). Nach 
DRAwERT (1940) soll die Bindung des Fluorescenz-tragenden Kations an die Mem- 
bran auf dem Wege der Elektroadsorption erfolgen. 

1. Bei diesem Versuch enthielten die Kulturkolben in der synthetischen 
Nahrlésung mit pp-Ausgangswerten von 6 oder 4,1 Acridinorange in einer 
Verdiinnung von 1:25000. Dabei wurde im py-Bereich tiber 5 (bisher ano- 
dische Wanderung) mit einer Anlagerung des Farbkations gerechnet, bei 
Werten unter 5 hingegen (kathodische Wanderung) keine oder nur 
schwache Farbung erwartet, ausgenommen jedoch der Fall, daB die 
Chitinzellwand (analog zur Cellulose) negative Ladungen trige, so daB auf 
diese Weise das Farbkation gebunden wiirde. Das Hausschwamm- 
wacbstum auf den genannten Lésungen zeigte keinerlei Hemmung, so 
da® nach 14Tagen bei py-Werten von 4,1 baw. 3,5 im Mittel das Mycel 
zur Priifung entnommen werden konnte. In beiden Fallen wiesen die 
lebenden Hyphen eine nur geringe Griinfluorescenz von Plasma und 
Membran auf, wobei das Zellinnere der Gruppe mit saurer Ausgangs- 
lésung deutlich schwacher gefarbt war. 

2. Obwohl bei Versuch 1 die Ausgangs-py-Werte rechts und links vom 
IEP infolge guten Wachtums sehr rasch in den sauren Bereich ver- 
schoben wurden, soda® kein Ergebnis tiber den Anfarbeunterschied in 
beiden Bereichen erzielt wurde, zeigte sich jedoch bereits, entgegen der 
Erwartung, da8 auch bei Werten unter px 5 eine Farbung besonders der 
Membran auftrat. Zur Kontrolle wurde daher Myzel aus gewohnlichen 
Kleiekulturen in Pufferlésungen mit den oben genannten pu-Endwerten 
gebracht, die ebenfalls Acridinorange (1: 25000) enthielten. 

Die im mikroskopischen Bild nun erscheinende gelbgriine Fluorescenz 
der Membran (neben einer auBerst schwachen des Plasmas) bestiitigte, da 
diese Farbstoffanlagerung auf negative Ladungen der Zellwand zuruck- 


zufiihren ist. 
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3. Kataphoreseversuch 

Wurde das Mycel von Kulturen, die auf saurer Nahrlésung mit 
Acridinorange gewachsen waren, der Kataphorese unterworfen, so ergab 
sich eine geringe Anderung der bisher beobachteten Werte fiir die Umkehr 
der Wanderungsrichtung. Durch die Anfarbung der Chitinzellwand, 
welche nach den obengenannten Versuchen geringe negative Ladungen 
tragen diirfte, waren diese kompensiert worden. Dadurch trat nun auch 
fiir die Zone von 4,7—5 kathodische Wanderung ein. Die Umkehr der 
Wanderungsrichtung gefarbter Hyphenbruchstiicke lag bei etwa px 5. 
Damit wurde der IEP lebender Hausschwammzellen bei px 5 lokalisiert. 


IV. Methodik der Stickstoffbestimmungen 
Durch die Herstellung einer optimalen Nahrlodsung und die direkte 
Bestimmung des IEP waren die notwendigen Voraussetzungen geschaffen, 
mit deren Kenntnis quantitative Untersuchungen tiber den N-Verbrauch 
des Hausschwamms in Abhangigkeit von Zeit, Konzentration, py-Wert 
und IEP durchgefiihrt werden konnten. 


A, Untersuchungsrethen tiber den Nitratverbrauch 

Ein Vorversuch zur Feststellung der Wirkung verschiedener Nitrat- 
konzentrationen in synthetischer Nahrlésung ergab bei einer Ver- 
abreichung von 0,01 mol—0,05 mol NaNO, /1 eine deutliche Wachstums- 
steigerung, von 0,05—0,07 mol blieb das Wachstum gleich und nahm 
von 0,08 mol an langsam ab. Der Total-Hemmungswert von Nitrat in syn- 
thetischer Nahrlésung liegt bei 0,4 mol/l. Auf Grund dieses Ergebnisses 
wurden fiir die Reihen I—VI folgen- 


orf ae Wintel dio a [eed de Nitratkonzentrationen je Liter 
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Abb. 4 (Reihe I—VI). Nitratverbrauch in Prozent der Ausgangsmenge 
K x—x Nao—o Mg A—A Ca Q—Q CaK e—e CaMg © — © 
Reihe I, neutral 0,015 mol. Cag 2 8,06mg Ky 21,64mg Nas 2 1,23 mg Mgsy & 1,28 mg 


Reihe II, sauer, 0,015 mol. Cay 27,19mg Ky 21,95mg Naw Z1,68mg Meg 1,86 mg 
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Reihe I und II enthielten 0,015 mol Nitrat, also eine Menge, die ziemlich weit 
unter dem Optimalwert liegt. — Reihe III und IV enthielten 0,05 mol, etwa dem 
Optimalbereich entsprechend. — Reihe V und VI enthielten 0,075 mol, als Beispiel 
fiir eine reichliche, aber noch nicht hemmende Nitratkonzentration. — Da der 


50 50 
%, x, 

Reihe I 
40 | 


=| 40 


0 G 10 % Tage GO a a 10 % Tage 20 

Reihe III, neutral, 0,05 mol 

Caso 27,92 mg CaKoS 11,57 mg CaMgs 13,65 mg Ky) = 3,2 mg Na S 2,1 mg Mga S 2mg 
Reihe IV, sauer, 0,05 mol e 

Caso 30,2 mg Cake, 18,25 mg CaMge. > 16,3 mg Kuo S 4,08 mg Nag & 5,38 mg Mg..2 9,7 mg 
Reihe V, neutral, 0,075 mol ~ 

Cao 38,1 mg Cakes) 18,36 mg CaMgs)Z 20,85 mg Koy S 8,33 mg Nas & 5,7 mg Mga = 4,75 mg 
Reihe VI, sauer, 0,075 mol om 

Caso 45,7 mg CaK.) 32,6 mg CaMg., & 31,95 mg Ky S 9,8 mg Naso 10,1 mg Mg & 8,01 mg 


Der angegebene prozentuale Verbrauchswert nach 20 Tagen (Index 20) entspricht (@) den hier 
angegebenen mg-Werten 
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pu-Ausgangswert von bedeutendem Einflu8 auf das Pilzwachstum ist, wurden die 
Reihen I, III und V mit etwa neutralem Ausgangswert, die Reihen IJ, IV und VI 
mit saurem Ausgangswert angesetzt. 


‘ . . . 7 
> en, ee ; din yn Die Bestimmung von Nitratverbrauch 


pu-Wert und Erntetrockengewicht er- 
folgte nach 5, 10, 15 und 20 Tagen und ist 
in den Abb. 4 bis 6 kurvenmaBig wieder- 
gegeben. Die angefiihrten Zahlen bei Ni- 
tratverbrauch und py- Wert sind das Mittel 


5 10 75 Tage 20 a 5 10 7% Tage 20 


Rethe on ie 


—— ee | 
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Abb. 5 (Reihe I—VI). pu-Wert-Anderung bei den Nitratreihen 
K x—x Nao—o Mg A—A Ca®—@ CaK e—e CaMg O—O 
Reihe I, 0,015 mol NO, neutral; Reihe II, 0,015 mol NO, sauer; Reihe III, 0,05 mol NO; neutral; 
Reihe LV, 0,05 mol NO, sauer : ° ; 
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aus 4 Kolben, die fiir Erntetrockengewicht (Trocknung 1 Std. bei etwa 100°) das aus 
8 Kolben. Jede Reihe umfaBte in 4 bzw. 6 Gruppen zu je 35 Kolben die Nitrate 
von Na, K, Mg, Ca und den Kombinationen CaK und CaMg im Verhiltnis 1:1, 
wobei durch die beiden Nitratkombinationen etwaige, durch Antagonismus_ be- 
wirkte Verschiebungen optimaler Wachstumszonen erfaBt werden sollten. Die 
Verarbeitung so groBer Materialmengen 
DH Rethe V (210 Kolben je Reihe) war fiir eine zuver- 
: sell lassige Mittelwertsbildung unerlaBlich. 

Neben der Erfassung von Stickstoff- 
verbrauch, px-Wertanderung und Ernte- 
gewicht ist zur Beurteilung eines Nahrsal- 
zes der Koeffizient von groBer Wichtigkeit, 


7 I 
0 5 70 % Tage 20 8 8"0 5 70 7 Tage 20 


Reihe V, 0,075 mol NO; neutral; Reihe VI, 0,075 mol NO, sauer 


der sich aus dem Verhaltnis des geernteten Mycels zum verbrauchten Stickstoff er- 
gibt, hier in Analogie zum ékonomischen Koeffizienten  stickstoffkoeffizient 
genannt, da ein Milligramm Trockenmycel auf ein Milligramm verbrauchtes NO, 
bzw. NH, bezogen ist. 

Neben der Zusammenfassung der Mittelwerte der Stickstoffkoeffi- 
zienten in Tab. 3 sind, um den ganzen Schwankungsbereich des oft sehr 
unterschiedlichen Hausschwammwachstums zu erfassen, in Tab. 4 noch 


die jeweiligen Héchstwerte angegeben. 


B. Untersuchungsreihen tiber den Ammonverbrauch 


In einem Vorversuch mit NH,Cl lie® sich hier keine ausgepragte 
Optimalkonzentration feststellen. Ab 0,06 mol/1 tritt bei gleichbleibender 
Mycelmenge gelber Hemmungsfarbstoff auf, ab 0,1 mol nimmt auch das 
Erntegewicht merklich ab. Der Hemmungswert liegt wie bei Nitrat bei 
einer Konzentration von 0,4 mol NH,Cl. Gleichzeitig wurde in diesem 
Vorversuch festgestellt, da&8 Bestimmungsfehler bei der gewahlten 
Methode nicht auftraten: Weder Nahrldsungskomponenten (z. B. Stoff- 
wechselprodukte) noch die Sterilisierung bewirkten Analysentfehlbetrage. 
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Abb. 6 (Reihe I—V1I). Erntegewichte (mg) der Nitratreihen 
K x—x Nao—o Mg A—A Ca Q—O CaK e—e GCaMg O-—© 
Reihe I, neutral, 0,015 mol; Reihe II, sauer, 0,015 mol; Reihe III, neutral, 0,05 mol; Reihe IV sauer 
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Die Ammonkonzentration betrug analog den Nitratreihen je Liter: 


Bei Reihe VIL und VIII 0,015 mol. — Bei Reihe IX und X 0,05 mol. — Bei 
Reihe XI und XII 0,075 mol. — Die Ausgangs-py-Werte lagen bei den Reihen VII, 
IX und XI im neutralen, bei den Reihen VIII, X und XII im sauren Bereich. 

Fiir die Bestimmung von NH,-Ver- 
brauch, px- Wert und Erntetrockengewicht “4 
waren ebenfalls die gleichen Daten wie ™9 
bei A. vorgesehen, ebenso gilt die bei A. 
angegebene Mittelwertsbildung (Abb. 7 770 
mit 9). Jede NH,-Reihe umfaBte in 
5 Gruppen zu je 35 Kolben die Ammo- 
niumsalze von Cl’, SO,’”, H,PO,’, HPO,”, 
mind! PO,!’”. 
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Reihe V, neutral, 0,075 mol; Reihe VI, sauer, 0,075 mol 


Ammoniumcarbonat wurde nicht in die Untersuchungen mit einbezogen, da bei 
einer Probe weder auf normal sterilisierten Nahrbéden, noch auf kalt entkeimten 
Nahrlésungen damit Wachstum erzielt wurde. Dies entspricht friiheren Beobach- 
tungen, daB schon geringe Mengen Kohlensaure das Hausschwammwachstum 
hemmen oder verhindern. In diesem Sinne wird auch eine gesteigerte CO,-Aus- 
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scheidung nach Verwundung lebender % 
Baume als gewisses Abwehrmittel gegen 
Infektion durch holzzerstérende Pilze be- 


trachtet. 
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Abb. 7 (Reihe VII—XII). Ammonverbrauch in Prozent der Ausgangsmenge 


20 


Ccl—x— SO,—e— H,PO,—o— HPO,—+— PO,—O— ----mit Saéurezugabe 
Der angegebene prozentuale Verbrauchswert nach 20 Tagen (Index 20) entspricht (@) den hier 
angegebenen mg-Werten 
Rethe VII, neutral, 0,015 mol 

Cleo S 1,89 mg SOgo 1,2 mg HPOge S 0,98 mg HPOg. S 2,61 mg POg. S 0,3 mg 
Reihe VIII, sauer, 0,015 mol 
HyPOg.o 1,883 mg HPOg0 S 2,67 mg POgeo  2,65mg 


Tabelle 3 


0,05 mol 


Clo & 2,25 mg SOgo0 2 2,87 mg 


Mittelwerte 0,015 mol 0,075 mol 


der N-Koeffizienten 


I (neutral) | IL (sauer) |III (neutral)| IV (sauer) | V (neutral) | VI (sauer) 
- 
K 24,6 22,55 8,13 9,55 4,86 7,5 
Na 31,3 24,4 11532 8,03 3,42 5,3 
NO,- Mg 42,97 16,21 10,5 SL 4,84 6,1 
Reihen Ca 8,31 6,18 2,36 2,61 2,3 2,0 
Ca-Mg — —- 3,37 3,13 2,73 3,6 
Ca-K --- - = 4,23 3,07 3,28 3,42 
Vilt(neutral)| VIIT (sauer) IX (sauer) | X (sauer) | XI (sauer) | XII (sauer) 
Cl 28 27,55 13,39 26,1 6,6 17,4 
NH,- SO, 30,83 12,54 10,99 13,9 5,56 9,15 
Reihen ) H,PO,| 57 33,08 16,17 19,2 8,17 16,1 
HPO, 18,1 16,85 11,6 8,46 10 16,27 
PO; 36,7 9,81 — 6,71 — 8.68 
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Reihe 1X, neutral, 0,05 mol 
Cleo & 2,39 mg SOge S 3,84mg H2PO42 S2,72meg HPOsg, S 3,02meg 
Reihe X, sauer, 0,05 mol 
Cleo 2 1,49mg SOso 23,15 mg HePOsn = 2,05 mg  HPO42 5,32 mg POs. 11,32 mg 
Reihe XI, neutral. 0,075 mol 
Clo Z 2,12 mg SO40 S 5,93 mg HePOg., 2 1,59mg HPOge 4,38 mg 
Reihe XII, sauer, 0,075 mol 
Cho 23,07 mg SOs 2 3,78 mg  H2POg20 2 3,56mg  HPOse SB 4,24mg POg. & 3,34mg 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 27 14 
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0 & 10 15 Tage 2 0 & 10 75 Tage 20 
Abb. 8 (Reihe VII—XII). pu-Wert-Anderung bei den Ammonreihen 
Cl--x— S0O,—e— H,PO,—o— HPO,—+— P0O,—O— _ =----mit Siurezugabe 


Reihe VII, 0,015 mol NH,, neutral; Reihe VIII, 0,015 mol NH,, sauer 
Reihe IX, 0,05 mol NH,, neutral; Reihe X, 0,05 mol NH,, sauer 
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Reihe XI, 0,075 mol NH,, neutral; Reihe XII, 0,075 mol NH,, sauer 
Tabelle 4 
Hachstwerte 0,015 mol 0,05 mol 0,075 mol 
der N-Koeffizienten I TT TIL IV Vv VI 
K 19,51 14,19 6,74 9,8 5,2 Tea 
Na 28,35 23,65 10,47 8,36 4,05 4,3 
NO,- Mg 26,69 12,19 7,8 4,17 a 5 
Reihen | Ca 9,5 6,18 2,18 2,83 Dip 230 
Ca-Mg| — = 3,62 4,42 3,13 4 
Ca-K — — 4,02 4,11 3,5 3,5 
Vil VIII Ix x XI XII 
Cl 43,66 37,55 21,12 25,91 14,1 16,37 
NH,- so, 40,65 17,98 14,17 13,23 11,15 9,3 
Reihen ;} H,PO,| 46,61 44,25 21,41 17,56 27,72 16,13 
HPO, | 27,65 26,4 12,5 = Ss ae 
PO, 46,87 18,96 = = = = 
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Abb. 9 (Reihe VII—XII). Erntegewichte (mg) der Ammonreihen 
Cl—x— SO,—e— H,PO,—o HPO, | PO,—O— ---- mit Saiurezugabe 


Reihe VII, neutral 0,015 mol; Reihe VIII, sauer 0,015 mol; Reihe IX, neutral 0,05 mol; Reihe X, 
sauer 0,05 mol; Reihe XI, neutral 0,075 mol; Reihe XII, sauer 0,075 mol 


VY. Ergebnisse der Stickstoffbestimmungen 
A. Nitratrethen 
1. Nitratkonzentration 0,015 mol/l 


Am Ende der 20tagigen Kulturperiode zeigten sich bei den Reihen mit 
gleicher Nitratkonzentration folgende Unterschiede: Reihe II mit 
Ausgangs-py-Werten zwischen 4,6 und 5 hatte mehr Nitrat verbraucht 
als Reihe I mit Ausgangswerten zwischen 6,5 und 7,2. Dies galt bei 
Verabreichung von Kalium-, Natrium und Magnesiumnitrat; Calcium- 
nitrat bildete eine Ausnahme. Diese erhohte Nitrataufnahme bei einem 
rascher und kraftiger einsetzenden Wachstum zog jedoch insgesamt keine 
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gesteigerte Mycelproduktion nach sich. Nur zu Beginn waren die Kul- 
turen mit py-Werten links vom experimentell bestimmten IEP den- 
jenigen in alkalischerem Medium bedeutend iiberlegen. Da nun aber beim 
Hausschwamm Mycelbildung und Freimachung von Wasserstoffionen 
Hand in Hand gehen, wurde bei dem kraftig einsetzenden Wachstum von 
Reihe II bald die optimale Zone verlassen, die H-Ionenkonzentration 
steuerte immer mehr zum Hemmungsbereich (bei etwa py 1,5), wo das 
Wachstum zum Stillstand kommt und allmahlich Autolyse eintritt. Hier 
entfernt sich namlich die aktuelle Aciditat zu weit vom IEP, es treten 
durch Veranderung der EiweiBkomponenten die schon erwahnten 
strukturellen Abweichungen im Plasmagefiige auf. Allgemein ist zwar die 
Giftwirkung freier H-Ionen fiir Pilze nicht so gro8 wie fiir Bakterien, 
trotzdem 1aé8t sich in einem py-Bereich um 2 auch beim Hausschwamm 
schon eine gewisse Wachstumsbeeintrachtigung feststellen (wenn auch 
ohne solche Plasmaverdnderungen wie etwa bei pp-Werten um 8). Dieses 
Vorriicken in immer sauerere Bereiche und die damit verbundene Ver- 
schlechterung der Wachstumsbedingungen mag der Grund sein fir die 
geringere Mycelproduktion und schlechtere Nitratverwertung von 
Reihe II. 

Bei Reihe I mit neutraler Nahrlésung setzte das Wachstum makro- 
skopisch viel langsamer ein, nach 10 Tagen ungefahr erfolgte jedoch eine 
ruckartige Zunahme in der Ausbildung neuen Luftmycels: die Hyphen 
stiegen an der Kolbenwand empor, Mycelinseln auf der freien Oberflaiche 
der Nahrlosung traten zusammen und bildeten eine geschlossene Decke. 
Nach weiteren 5 Tagen war kein Unterschied mehr zwischen den Kul- 
turen beider Reihen. Dieser auch bei den Erntegewichtskurven er- 
scheinende Wachstumsschub wird im vollen Umfang erst beim Vergleich 
der pu-Wert-Kurven beider Reihen verstandlich. Das plotzlich gesteigerte 
Wachstum von Reihe I zwischen dem 5. und 10. Tag stimmt genau 
tiberein mit einer ziemlich starken Zunahme freier H-Ionen, so da8 nun 
auch hier der optimale Wachstumsbereich links vom ermittelten IEP 
erreicht war, in dem Reihe IT den vorziiglichen Wachstumsstart aufwies. 
Am Ende der Kulturdauer war dann eine so vollstiindige Angleichung . 
beider Reihen eingetreten, dafB fast gleiche pp-Endwerte gemessen wurden. 

Die eingangs schon angedeutete Sonderstellung des Ca tritt besonders 
deutlich beim Vergleich der N-Koeffizienten untereinander in Er- 
scheinung. Da diese Koeffizienten bereits waihrend des ganzen Kultur- 
ablaufs so niedrig sind (Tab. 5), also nicht etwa eine Wachstumsermiidung 
ausdriicken, bestaitigt dies in gewissem Sinne das eingangs erwahnte Ver- 
suchsergebnis, daf} Ca nicht lebenswichtig ist. Seine wachstumsanregende 
Funktion aber auBerte sich bei beiden Reihen durch auffallendes Lingen- 
wachstum der Hyphen, wie auch von héheren Pflanzen her bekannt ist. 
Nach Borris (zitiert bei LisBERT 1953) liegt sie ,,in einer Férderung des 
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Teilungswachstums begriindet, wobei entweder die Zellwandbildung an- 
geregt wird oder die Mitose‘‘. Es ware daher auch unrichtig, die wachstums- 
fordernde Wirkung des Ca so zu deuten, daB der Hausschwamm solcher 
beachtlicher Kalkmengen bediirfe, wie sie ihm an natiirlichen Standorten 
in kalkhaltigem Baumaterial, Wasser oder Untergrund oft begegnen (GISTL 
1946). Tab. 5 zeigt ferner, daB die Definition von K. Rirppet (1931) nach der 
, der 6konomische K oeffizient eines Nahrstoffes in hohem Grade eine Funk- 
tion der H-Ionenkonzentration“ ist, sich nicht verallgemeinern 1aBt, da 
ein fallender py-Wert keineswegs immer ein Ansteigen des Stickstoff- 
koeffizienten (vgl. Reihe II) bewirken muB. 


Tabelle 5. Stickstoff-Koeffizient im Verlauf des Wachstums, bei 0,015 mol NO,/I 


Reihe I | 10 Tage | 15 Tage | 20 Tage | Reihe IT | 10 Tage | 15 Tage | 20 Tage 
ka aa * 28,3 23,3 24,6 Kee. . =e DO 26,7 22,6 
ee oped 5 30,3 28,9 3 Nain. Seales oS 27,9 24,4 
Rol) a Le 18. 23,7 43 MenictGai242 | [239 16,1 
Wale Vili: 8,78 7,91 8,3 Cary sats ata 6 5,8 6,2 


2. Nitratkonzentration 0,05 mol/l] 


Entsprechend den Vorversuchen waren bei dieser Konzentration Nitrat- 
verbrauch und Erntetrockengewicht betrachtlich gestiegen, allerdings 
sank dabei aber der Stickstoffkoeffizient ab. Auch bei dieser Konzen- 
tration hatten die Kulturen mit pq-Ausgangswerten zwischen 4,1 und 4,8 
nach einem raschen Wachstumsstart erhohte Nitrataufnahme im Ge- 
folge. Ebenso lieB sich die Beobachtung eines Wachstumsschubes der 
Reihe III (mit po-Ausgangswerten zwischen 5,9 und 6,9) wiederholen, 
sobald nach etwa 10 Tagen ein py-Bereich um 4,5 beschritten war. Das 
theoretische Endwertsmittel von px 2,95 bei Reihe III und 2,9 bei 
Reihe IV zeigt auch hier eine véllige Angleichung am Ende der 20 tagigen 
Kulturperiode an. Wachstum und Nitrataufnahme stehen also in enger 
Beziehung zur Wasserstoffionenkonzentration. 

Neu war bei den Reihen III und IV die deutliche Ausbildung von zwei 
Wachstumsgruppen: K, Na und Mg auf der einen Seite, Ca und seine 
Kombinationen CaK und CaMg auf der anderen Seite. Wahrend bei der 
erstgenannten Gruppe der NO,-Verbrauch nur maBig anstieg und im 
Rahmen der nun giinstigeren NO,-Versorgung zunahm, stieg er bei der 
Ca-Gruppe auf das 3,5—4fache. Die Tatsache, daf hier bei bereits er- 
wiesener optimaler Konzentration simtlicher Nahrlésungskomponen- 
ten und optimaler Stickstoffversorgung noch eine derartige Wachstums- 
steigerung durch die gréBere Menge an Ca méglich war, bestatigt aber- 
mals dessen nur wachstumsférdernde Funktion. Ein lebensnotwendiges 
Salz lage entweder in optimaler Konzentration vor, dann ware der Ertrag 
durch weitere Zugabe nicht mehr zu erhdhen; traéte umgekehrt eine 
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Steigerung ein, so ware ein unersetzbarer Bestandteil der Nahrlosung 
ein sog. Minimumfaktor. Analoge Beobachtungen der Ca-Wirkung auf 
hodhere Pflanzen wurden von LiBBERT (1953) folgendermafen beschrieben: 
,,Liegt ein Ion in optimaler Konzentration vor, so 1aBt sich der erreichte 
Wachstumswert durch Zugabe eines zweiten Ions nicht verbessern, auBer 
durch Ca.‘ 

Ein MaBstab fiir einen verschieden starken Antagonismus von Ca auf 
die Mischungspartner K und Mg aus der unterschiedlichen Veraénderung 
der Ertragskurven lé8t sich nicht mit Sicherheit ableiten. Die Nitrat- 
aufnahme in Milligramm entspricht einem Verhiltnis von 1:1/2:1/2,4 
bei der Reihenfolge Ca:CaMg:CaK. 


3. Nitratkonzentration 0,075 mol/l] 


Wie bei den niedrigeren Konzentrationen wiederholte sich auch hier der 
erhéhte Nitratverbrauch bei Kulturen mit py-Ausgangswerten von 4 bis 
4,5 in Reihe VI. Dariiber hinaus waren aber auch die Ertrage dieser 
Reihe die bisher besten, so daB nun bei reichlicher Nitratversorgung zum 
ersten Male eine gewisse Ubereinstimmung mit dem sog. Ropsrys-Effekt 
zu bestehen schien. 

Bei den Salzkombinationen mit Ca war bei der nochmaligen Konzen- 
trationserhOhung eine weitere Steigerung des Nitratverbrauches fest- 
stellbar. Ca glich ferner Konzentrationshemmungen aus, die sich z. B. in 
Kulturen mit KNO, oder NaNO, in der Ausbildung gelben Hemmungs- 
farbstoffes bereits schwach andeuteten, bei den Mischungen CaK oder 
CaMg jedoch vollstandig fehlten. Auch die niedrigsten gemessenen px- 
Werte in Kulturen mit Ca oder seinen Kombinationen riefen keine 
Wachstumsbeschrankungen hervor. 


B. Ammonrethen 
1. NH,-Konzentration 0,015 mol/1 


Gesteigerte Nitrataufnahme und bester Ertrag der Reihe VI mit 
0,075 mol Nitrat waren nur dann im Sinne des Ropprns-Effektes be-_ 
rechtigt zu erklaéren gewesen, wenn nun bei neutralem Ausgangs-pp die 
groBere NH,-Menge verbraucht worden wire. Nach dem Analysen- 
ergebnis war die NH,-Aufnahme jedoch auch hier in Reihe VII mit 
Ausgangswerten zwischen 4,2 und 4,6 (!) héher, wenn auch nicht so 
rationell verwertet. Dies weist offensichtlich darauf hin, daB Nitrat- und 
Ammonstickstoff vom Hausschwamm nicht in Ionenform aufgenommen 
werden, also auch nicht die fiir Ionen zutreffende Abhangigkeit nach dem 
Rossins-Effekt zeigen kénnen. Eine Beeinflussung durch den IEP laBt 
sich lediglich in der Art feststellen, daB im sauren Bereich links vom IEP 
ganz allgemein die giinstigsten Wachstumsverhaltnisse herrschen. 
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Das Wachstum setzte bei saurem Ausgangs-py rascher und kraftiger 
ein als bei neutralem, so da bereits nach 3 Tagen langwiichsiges, diinnes 
Luttmycel iiber die ganze Flissigkeitsoberfliche sich ausbreitete. Dieser 
Vorsprung konnte nur noch von den Kulturen mit Sulfat und prim. Phos- 
phat der Reihe VII mit Ausgangs-pp-Werten zwischen 7 und.7,2 trotz dem 
auch hier auftretenden Wachstumsschub nach 10—12 Tagen aufgeholt 
werden. Von auffallend unterschiedlicher Wachstumswirkung waren pri- 
mares, sekundares und tertiares Phosphat, besonders im neutralen Be- 
reich. In der genannten Reihenfolge verschlechterte sich das Wachstum 


Abb. 10. Wachstumshemmung auf (NH,),PO, (links bei pq 7,5, rechts bei px 4,5) 


unter gleichzeitiger Zunahme der Bildung gelben Hemmungsfarbstoffes. 
Das Mycel des Impfstiickchens zerfiel dabei in chlamydosporenahnliche 
Bruchstiicke, die in kleinen Inseln zusammengepackt waren. Nach dem 
mikroskopischen Bild hatten die riesenzellenartig aufgequollenen jungen 
Lufthyphen k6rniges, inhomogenes Plasma mit mehreren auffallend scharf 
abgegrenzten Vacuolen. Auch der Prozentsatz der aufen dicht mit 
Oxalatkristallen behafteten submersen Hyphen war hoher als bei anderen 
Salzen (Abb. 10 u. 11). 

Im sauren Bereich von Reihe VII waren diese Hemmungserscheinun- 
gen etwas abgeschwacht, doch erschienen auch hier besonders gelb ver- 
farbte Hyphen verkrimmt, blasig aufgetrieben und mit einer starker 
lichtbrechenden Fliissigkeit, méglicherweise Fett, erfiillt. Da es sich bei 
den Reihen VII und VIII noch um keine Hemmung durch zu hohe 
Konzentration handeln konnte, muBte hier bei der relativ niedrigen 
H-Ionenkonzentration Ammoniak in gré8eren Mengen in die Zelle ein- 
dringen und, da er in gréBerer Konzentration ein Zellgift ist, dort die 
beschriebenen Vergiftungen hervorrufen. Der geschilderte Wachstums- 
unterschied von primarem, sekundarem und tertiarem Phosphat kommt 
auch im Vergleich der Stickstoffkoeffizienten deutlich zum Ausdruck. 
DaB die verschieden groBe NH,-Menge der einzelnen Salze das Wachs- 
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tum beeinfluBte, zeigte die Ahnlichkeit der Kulturen auf Cl, H,PO, und 
SO, mit reinweiBem, langwiichsigen Mycel, wahrend auf HPO, bei gutem 
Wachstum schon eine Gelbfarbung der Hyphen eintrat und auf PO, bei 
schwachem Wachstum sowohl Mycel als auch Nahrlésung sich gelbbraun 
verfirbten. Die py-Wert-Anderung in beiden Reihen war verschieden: 
wiihrend bei neutralem Ausgangswert ein gleichmabiger Anstieg bei sehr 
ahnlichem Kurvenverlauf der einzelnen Salze erfolgte, war in der sauren 
Reihe ab 10. Tag bereits ein gleichbleibender Sauregrad erreicht. 


Abb. 11. Mikroskopisches Bild der Hemmung auf (NH,),PO, 


2. NH,-Konzentration 0,05 mol/] 

Am gesteigerten Wachstum gegentiber den vorhergehenden Reihen 
war eine Annaherung an den optimalen Konzentrationsbereich der Stick- 
stoffquelle erkennbar. Dabei machte sich jedoch der oben erwéhnte 
Hemmungseffekt bei sekundarem und tertiérem Phosphat so stark gel- 
tend, dal} mit wenigen Ausnahmen alle Kolben dieser Gruppe letale 
Schiidigung davontrugen. Auch die Einstellung eines sauren Ausgangs- — 
pu-Wertes durch Saéurezugabe bei Reihe X konnte diese Erscheinung 
nicht aufheben. 

Wahrend bei Reihe X sofort ein sehr lebhaftes und ausgeprigtes 
Langenwachstum einsetzte, verzégerte sich der Wachstumsstart bei 
Reihe [IX um 5 bis 10 Tage. Trotzdem war bei der nun gebotenen Kon- 
zentration die NH,-Aufnahme in der neutralen Reihe héher, Ernte- 
gewichte und N-Koeffizient aber geringer als bei X. Die einzelnen Salze 
ergaben verschiedene Wachstumseffekte: zu Beginn der Kultur fiel be- 
sonders das gute Wachstum auf NH,Cl auf, gegen Ende der Wachstums- 
periode aber holten die Kolben mit SO, und besonders mit H,PO, stark auf. 
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Die Angleichung des py-Endwertes gilt auch fiir die beiden Reihen 
dieser Konzentration. 


3. NH,-Konzentration 0,075 mol/1 

Da bei dieser Konzentration in jeder Versuchsgruppe nur noch einzelne 
Kolben ein ungestértes Wachstum zeigten, war das Optimum der NH,- 
Gabe bereits deutlich tiberschritten. Allgemein wurde nun gelber Hem- 
mungstfarbstoff gebildet bei einem Zerfall der Hyphen in oidienihnliche 
Bruchstiicke. 

Bei Reihe XI mute wegen des allgemein langsamen Wachstums- 
startes, von dem nur die Sulfatkulturen weniger betroffen waren, der 
Termin fiir die ersten Analysen um 10 Tage verschoben werden. Die 
Kulturen mit PO, fielen trotz Saéurezugabe ganz aus, auch bei HPO, 
ergaben nur 2 Kolben Mycelzuwachs. Reihe XII mit saurem Ausgangs- 
wert war wiichsiger, dem besten Wachstum auf Cl folgte wie tiblich das 
auf H,PO,, SO, und HPO,. Insgesamt waren bei dieser Konzentration 
NH,-Verbrauch, Mycelproduktion und Auswertung in Kulturen mit 
saurem Ausgangs-py besser als im neutralen Bereich. 


C. NH,NO,-Rethe 
Wahrend Abschnitt A und B die Aufnahme von NO, und NH, in Ver- 
bindungen mit verschiedenen Anionen und Kationen behandelten, wurde 
in Abschnitt C die Wirkung des NH,NO, erprobt, wo sowohl das 
Kation als auch das Anion der Stickstoffversorgung diente. 


Bei der Bestimmung wurde zuerst NO, mit Nitron gefallt, der Niederschlag im 
Al-Tiegel abfiltriert und aus dem Filtrat NH, bestimmt. Entsprechende Kontroll- 
analysen ermittelten die Brauchbarkeit dieser Methode. Die Einteilung erfolgte wie 
iiblich: 0,015 mol bei Ausgangswerten von 6,95 und 4,9; 0,05 mol bei Ausgangs- 
werten von 6,91 und 4,8; 0,075 mol bei Ausgangswerten von 6,86 und 4,7. 


Tabelle 6. Analysenwerte der NH,NO,-Rethen 
al NO,-Verbrauch; a2 NH,-Verbrauch in Milligramm 


4 nach 5 10 15 20 Tagen 
a 1 
neutral sauer neutral sauer neutral sauer neutral sauer 
0,015 0,4 2,14 Del 2,22 3,54 2,75 4,39 3,44 
0,05 0,63 0,75 1,05 2,4 1,68 Salen 2,84 3,52 
0,075 0,05 1,49 0,19 3,19 1,65 3,65 1,82 3,18 
a2 neutral sauer neutral sauer neutral sauer neutral sauer 
0,015 0,86 0,7 1,18 1,09 1,36 1,26 1,95 1,94 
0,05 0,7 0,58 0,87 1,32 1,47 1,65 2,02 2,18 
0,075 0,73 0,23 1,038 1,49 1,66 2,19 2,59 3,16 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, da8 der Hausschwamm weder 
als Nitratpilz noch als Ammoniakpilz angesprochen werden kann. Sowohl 
im py-Bereich links vom IEP als auch im Bereich rechts davon wurden 
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sofort mit dem Wachstumsbeginn in gleicher Weise NO, und NH, assimi- 
liert. Eine gewisse Abhangigkeit der Stickstoffassimilation vom IEP laBt 
sich héchstens bei Konzentration 0,075 mol erkennen, wo im sauren Be- 
reich die Nitrataufnahme groBer ist als die von Ammonstickstoff und um- 
gekehrt rechts davon die Ammonaufnahme, besonders zu Beginn der 
Kultur bei den weiten p-Differenzen. Méglicherweise ist hier bei dem 
reichlichen Angebot dem Pilz auch eine Art Auslese méglich, da er unter 
Umstiinden mit einer der beiden Stickstoffquellen seinen Bedarf restlos 
decken kénnte. Da& bei gleicher Konzentration die saure Reihe hoéhere 
NH,-Verbrauchswerte aufweisen kann, diirfte wohl auf der von PRtIA- 
NISCHNIKOW schon 1927 festgestellten Tatsache beruhen, ,,daB bei NH,NO,; 
die physiologische Aciditat tiber die Amphoteritat dominiere*. Durch- 
wegs wurden in saurer Nahrlésung nicht nur héhere Erntegewichte, son- 
dern auch bessere N-Koeffizienten erzielt. Im Verlauf des Wachstums 
wurden je Milligramm aufgenommenes NH,NO, folgende Mycelmengen 
gebildet: 
Tabelle 7. Stickstoff-Koeffizienten der NH,NO,-Reihe 


nach 10 15 20 Tagen 
0,015 mol neutral .... 4,26 5,3 5,52 mg Mycel 
0:01 bimolisauermne sar aes 6,36 9,5 9,85 mg Mycel 
0,05 mol neutral . .. . . 7,55 11,4 8,21 mg Mycel 
O05 nol Sauer > meme 9,2 11,6 12,45 mg Mycel 
0,075 mol neutral .... 7,37 6,7 7,28 mg Mycel 
0,075 mol sauer ..... 9,38 8,4 12 mg Mycel 


Beim Vergleich der pp-Werte, die ebenfalls als MaBstab fiir das Wachs- 
tum und damit die Verwertbarkeit eines Salzes betrachtet werden kénnen, 
erreichten die Kulturen auf 0,075 mol NH,NO, Werte unter py 2. Der 
Kurvenverlaufnimmt beineutraler Lésung seinen Hauptanstieg ab 10. Tag, 
wahrend in saurer Losung eine gleichmaBige, langsame Freimachung der 
H-Ionen erfolgt. Bei ungefiihr gleichen Endwerten sind die Unterschiede 
zwischen neutraler und saurer Lésung weitgehendst kompensiert. 


Tabelle 8. NH,NO,-Reihe, Ubersicht iiber die gemessenen py- Werte 


Konzentration Ausgangs-pr nach 5 10 15 20 Tagen 
0,015 neutral . . 6,95 6,04 5,08 4,99 2,03 
0,015 sauer ... 4,9 3,9 yet | 2,35 2 
0,05 neutral . . . 6,91 6,16 5,11 3,36 DM 
O;Obssauer! ee ne 4,8 3,96 2,68 2,28 2,1 
0,075 neutral . . 6,86 6,32 5,99 4,86 1,98 
0,075 sauer ... 4,7 3,1 2,8 2,48 2,1 


Zur Vervollstaéndigung der Kenntnisse iiber die Stickstoffassimilation 
des Hausschwamms wurden noch einige qualitative Versuche mit anderen 
anorganischen Stickstoffsalzen durchgefiihrt : 
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1. Nitrite. Kulturen mit 0,015 und 0,05 mol NaNO, und KNO, ergaben einen 
totalen Wachstumsausfall, welcher bei der starken Reduktionswirkung des NO, 
leicht verstandlich ist, da der gesamte Enzymhaushalt des Pilzes hier gestort wird. 

2. Rhodanide. Rhodanid gilt fiir Pilze allgemein als sehr starkes Zellgift, es 
nimmt in der von Boas (1927) angefiihrten Hemmungstabelle die letzte Stelle ein 
nach SO,, Cl, Br und J. Auch hier blieben die Kolben mit 0,015 und 0,05 mol 
KSCN und NaSCN ohne Wachstum. Unter Absinken des pq-Wertes trat sehr schnell 
letale Schadigung der Impfstiickchen ein. 


Abb. 12. Hausschwammwachstum auf 0,05 mol KCN 


3. Cyanid. Auch das besonders giftig wirkende KCN wurde in Konzentra- 
tionen von 0,015 und 0,05 mol der Nahrlésung als Stickstoffquelle beigefiigt. Schon 
nach wenigen Tagen bildete sich neues Luftmycel, nach 2 Wochen war eine Mycel- 
decke entstanden, die weder makroskopisch Hemmung oder Farbstoffbildung, noch 
mikroskopische Veranderungen aufwies (Abb. 12). Mit sauren Ausgangs-pq-Werten 
wurden auch hier die gréBeren Erntegewichte erzielt. Nach 20 Tagen betrugen diese 
bei 0,015 mol KCN (neutrales px) 54 mg, (saures px) 50 mg; 0,05 mol KCN (neu- 
trales pq) 45 mg, (saures px) 67 mg. 


Der Abfall des py-Wertes entsprach dem mit Nitrat- und Ammonsalzen: 


Ausgangswert nach 15 Tagen | ; nach 20 Tagen 
neutral | sauer neutral | sauer | neutral | sauer 

KCN 0,015. . .| 7,04 4,21 | 3,74 2,33 2,43 1,85 
0,05 7,07 4,29 | 4,63 3,98 3,65 3,33 


Diese Beobachtung eines normalen Wachstums in Gegenwart von Cyanid ist 
nicht ohne Bedeutung fiir die Aufklarung der Atmungsvorginge beim Haus- 
schwamm. (Ein Kontrollversuch bestatigte z. B. das Fehlen von Cytochrom beim 
Hausschwamm.) 

Besprechung der Ergebnisse 

Unter gleichen Versuchsbedingungen wurde auf einer optimal zu- 
sammengesetzten Nahrlésung die mengenmaBige Aufnahme von Nitrat- 
bzw. Ammonstickstoff vom Ausgangs-py-Wert der Nahrlésung deutlich 
beeinfluBt. In gutem Einklang mit dem Wanderungsumkehrwert der 
Kataphorese wurde dabei bei po-Werten unter 5 vom Hausschwamm 
bevorzugt Nitrat-, bei Werten tiber 5 besonders Ammonstickstoff 
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aufgenommen. Diese Wende ist aber nicht als fester Trennpunkt zu be- 
urteilen, da der Hausschwamm beide Stickstoffquellen in geringerem 
MaBe auch im jeweils anderen Bereich aufnimmt. Zu einer Bestimmung 
des IEP wiirde also dieses verschiedene salzphysiologische Verhalten 
nicht ausreichen, zumal schon die Kombinierung von Nitrat und Ammon 
mit verschiedenen Salzpartnern verschiedene Aufnahme- und Umkehr- 
zonen nach sich zieht. Nachdem nun die Untersuchungen tiber NO ;- und 
NH,-Verbrauch das Fehlen eines festen Umkehrpunktes zeigten, war 
dies ein Hinweis, daB es sich bei der Assimilation des Stickstoffs durch 
den Hausschwamm nicht um die Aufnahme von NH,* als Kation und 
NO,’ als Anion handelt, welche je nach der py-abhangigen Ladung der 
amphoteren Zellkolloide angelagert werden kénnen. Die Zunahme der 
Diffusionsgeschwindigkeit von NO, bei steigender Wasserstoffionen- 
konzentration und ihre Abnahme fiir NH7 oder ein hemmender Einflu& 
positiv geladener Membranen auf die Aufnahme von Kationen und um- 
gekehrt an Modellen sprechen naémlich nicht gegen das Eindringen 
undissoziierter Molekiile oder Ionenpaare am lJebenden Material (vgl. 
IrzERorT 1936/37). Der pp-Wert ist auch bei dieser. letztgenannten Auf- 
nahmeart nicht ohne EinfluB. Im alkalischen Bereich ist z. B. das 
durch Hydrolyse gebildete NH,OH schwach dissoziiert, so dafi hier die 
Nahrlosung reich an NH,OH- und NH,-Molekiilen ist, welche leicht durch 
die Plasmahaut permeieren (RIBBERT 1931). Auf diese Weise lassen sich die 
Beobachtungen mit den drei Ammonphosphaten erklaren, wo bei hohen 
pu-Werten so viel NH,+in die Zelle eindringen konnte, daB es zur beobach- 
teten Giftwirkung kam. Nach Ripsert kann auferdem durch die Gegen- 
wart von Ammonsalzen eine Ansdiuerung des Zellsaftes zuriickgedrangt 
werden, so dai der beschriebenen Anhaufung Vorschub geleistet wurde. 

Im sauren Bereich ist umgekehrt die hier zanehmende Menge an 
undissoziierten HNO ;-Molekiilen von Bedeutung. Fiir die Aufnahme von 
Nitrat oder Ammon in die Zelle ist daneben das Verhaltnis zwischen dem 
Dissoziationsbestreben in der Zelle zu dem in der AuSenlésung wichtig 
(IrzErorr 1936/37). So wire z. B. der Anstieg der Nitratverbrauchs- 
kurven bei Nahrlésungs-py-Werten von 4,5 und darunter versténdlich, 
wenn man einen Zellsaft-py-Wert von etwa5 annimmt, so daB infolge 
stirkerer Dissoziation hier ein Gefille undissoziierter Molekiile ins Zell- 
innere entstiinde. Diese physikalisch-chemische Erklirungsweise kann 
jedoch nicht immer herangezogen werden, da der Hausschwamm bei 
samtlichen Konzentrationen Nitrat von Anfang an aus der Nahrlosung 
aufnahm, auch wenn deren py-Wert zwischen 5,9 und 7,2 (!) lag und der 
des Zellsaftes vielleicht bei 5. Eine rasch zunehmende Aciditat auf Grund 
natiirlicher Stoffwechselprodukte — im Kulturfiltrat wurden Weinsaure, 
Bernsteinsdure und besonders Oxalsiiurenachgewiesen !—betrafabernicht 
nur die Nahrlésung, sondern erhéhte sicher auch die H-Ionenkonzentration 
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im Zellinneren, so da nun bei giinstigeren Nitrataufnahmevoraussetzun- 
gen der langsame Wachstumsstart ohne irgendwelche Schadigung véllig 
aufgeholt werden konnte. Kin Ansteigen des py-Wertes durch Anhaufung 
‘unverbrauchter Kationen diirfte ebenfalls durch diese Bildung organischer 
‘Sauren kompensiert werden. 

Besonders deutlich kommt im Versuch mit NH,NO, die ausgedehnte, 
doppelte Aufnahmemdéglichkeit zum Ausdruck, wo bei Ausgangswerten 
zwischen px 6,85—6,95 in allen drei Konzentrationen sofort Nitrat an- 
gegriffen wurde, wenn auch die daneben aufgenommene Ammonmenge 
groBer ist. Umgekehrt wurde bei px 4,7—4,9 auch sofort NH, aufge- 
nommen, wenn auch in geringerem Ausmafe als Nitrat. Obwohl sich 
durch die fortwahrende Anséuerung des Naihrmediums im Laufe des 
Wachstums die Voraussetzungen fiir die Ammonaufnahme verschlechter- 
ten, gibt keine der Verbrauchskurven tiber einen Abfall AufschluB. 

Betrachtet man die Erntegewichte, die den jeweils aufgenommenen 
Stickstoffmengen entsprechen, so ist hier kaum ein Zusammenhang 
zwischen Ertrag und Lage des IEP festzustellen. Addiert man sémtliche 
Erntegewichte aller Nitrat- bzw. Ammonsalze, so ergiben sich theore- 
tisch folgende Mittelwerte: 


Es wurden gebildet 


je mg aufgenommenes | je mg aufgenommenes 
Nitrat NH, 
bei 0,015 mol neutral 23 mg Mycel 32,5 mg Mycel 
0,015 .,, sauer Le eg Ry DRA 53 o 
0,05 ,, neutral Tears oe Gy Spee Fs 
0,05 ,, sauer tinibanss 3 AAs my 
0,075 ,, neutral ‘Ds Oise ae 8,025 aS 
0,075.5... Ssauer Ugo os - 15,4 ,, 9 


Hier zeigt sich also unabhangig vom py-Bereich des [EP nur eine 
rationellere Auswertung der Ammonsalze. Demnach findet der Haus- 
schwamm tatsachlich schon bei geringen NH,-Mengen gutgeeignete 
Wachstumsbedingungen vor, auch wenn er an natiirlichen Standorten 
und aus synthetischer Nahrlésung groBe Nitratmengen aufnehmen kann. 
Ein groRerer Ertrag auf Nitrat im sauren oder auf Ammon im neutralen 
bis alkalischen Bereich 1éBt sich aus der obigen Zusammenstellung 
allgemeingiiltig nicht ableiten. Dagegen erscheint eine gewisse Abhangig- 
keit des Stickstoffkoeffizienten von der Ausgangs-Konzentration bei 
verschiedenem pp-Wert. Bei niedriger Konzentration besteht fiir beide 
Stickstoffsalze die bessere Aufnahmeméglichkeit in neutraler Lésung, 
bei optimaler Konzentration ist der Kinflu8 des px-Wertes fast aus- 
geglichen, bei mehr als optimaler Konzentration endlich dominieren die 
beiden Reihen mit sauren Ausgangswerten. Diese Erscheinung hangt 
damit zusammen, daf die Freimachung von H-Ionen durch den Haus- 
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schwamm im Verlaufe des Wachstums bei niedrigen Konzentrationen 
groBer ist als bei hdheren Konzentrationen, wobei vor allem die Gegen- 
wart von Ammonsalzen stabilisierend wirkt. 

Einer besonderen Erklarung bedarf noch die auffallend hohe Stickstoff- 
aufnahme bei 0,075 molarer Nitratkonzentration. Bei Ca(NOs),z. B. stieg 
der Verbrauch von 7,2 mg bei 0,015 mol NO, auf 45,7 mg bei 0,075 mol, 
also auf das 614fache. Beriicksichtigt man einschrankend, daB bei letz- 
terer infolge eines etwas niedrigeren pq-Ausgangswertes die anfangliche 
Nitrataufnahmeméglichkeit besser war, bleibt dennoch mindestens eine 
der gebotenen (5fachen) Menge proportionale Verbrauchszunahme. 
Da im ersten Falle 45 mg Erntegewicht erzielt wurde, im zweiten 
aber nur 114 mg, also 2144mal soviel, hatten etwa 20 mg des der Nahr- 
lésung entnommenen Nitrats keinen Wachstumseffekt, ein Fehlbetrag, 
der’sich auch mit der Abnahme des N-Koeffizienten bei steigender Kon- 
zentration nur noch schwer erklaren lieBe. 

Es lag also nahe, eine Speicherung des Nitrats anzunehmen, wie sie 
von BUnninG (1936/37) und IrzeRort (1936/37) schon beschrieben wurde. 
Ein einfacher, orientierender Versuch mit Kulturen in saurer Nahrlésung 
mit 0,075 mol Ca(NOQ,), ergab dariiber Aufschlu8: Nach 20tagigem 
Wachstum waren durchschnittlich 45—51°% der vorgegebenen Nitrat- 
menge (93 mg/10 cm’) aufgenommen, die Ausgangs-py-Werte von etwa 
3,75 auf 2,7—2,8 gesunken und dabei ein Mycelfrischgewicht von etwa 
1 g (= 100—115 mg Trockengewicht) erzielt. Der N-Koeffizient von 2,5 
entsprach dem der Untersuchungsreihen mit gleicher Konzentration. Diese 
Mycelien wurden nun im Morser kraftig zerrieben und 12 Std in einem 
Phosphat-Citratpuffer von py 5 suspendiert. Die Ausfiallung der hier in 
den Puffer ausgetretenen Nitratmenge durch Nitron ergab Werte von 
33—37 mg Nitrat! Das bedeutet, dafi von den durchschnittlich aufge- 
nommenen 45 mg mehr als */, bei dem niedrigen py-Endwert gespeichert 
wurden, ohne in den Eiweifstoffwechsel einbezogen worden zu sein. 

Vergleicht man nun z. B. eine nach der Berechnung tatsiichlich assi- 
milierte Nitratmenge von etwa 12 mg mit einem tatsdchlichen Trocken-: 
gewicht von 70 mg, so ergibe sich auch bei dieser Konzentration ein N- 
Koeffizient von etwa 6, wie er bei einer Konzentration von 0,015 mol 
auftrat. Die im N-Koeffizienten teilweise zum Ausdruck gebrachte Ab- 
nahme des Wachstumseffektes kann also als wichtiger Hinweis auf 
eine Speicherung in bestimmten px-Bereichen dienen. 

DaB auch bei den an sich kleineren Ammonmengen eine geringe 
Speicherung in Frage kommt, mag daraus hervorgehen, daB bei neutra-— 
lem Ausgangs-pxH der N-Koeffizient niedriger sein kann als bei saurem. 
Moglicherweise bleibt durch die Gegenwart von Ammonsalzen der py- 
Wert des Zellsaftes mehrere Tage hindurch stabil iiber dem der AuBen- 
lésung, so daf der auBerlich sichtbare Wachstumsschub bei Nahrlésungs- 
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pu-Werten unter 5 noch einer Verarbeitung des bei héheren pu-Werten 

im Zellinneren gespeicherten Ammons entspricht. Die Riickdiffusion 

_undissoziierter Ammonsalzmolekiile kénnte méglicherweise dadurch ver- 
mindert werden, dai weiteres NH} als Kation der schwach negativ 
geladenen Zellwand angelagert ware. 


Zusammenfassung 

Es wurde die Assimilation des Stickstoffs anorganischer Verbindungen 
beim Echten Hausschwamm naher untersucht. 

Zum Zwecke quantitativer Analysen iiber den Stickstoffverbrauch wurde 
der Hausschwamm auf einer synthetischen, optimal zusammengesetzten 
Nahrlésung kultiviert, welche unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der 
Aschenanalyse durch Austestung der Wachstumswirkung verschiedener 
Konzentrationen aller Nahrlésungskomponenten hergestellt worden war. 

Die Bestimmung des Isoelektrischen Punktes (IEP) vom Haus- 
schwamm erfolgte auf direktem Wege durch Mikrokataphorese. Dabei 
trat in einem px-Bereich von 4,7—5 die Wanderungsumkehr der Teil- 
chen ein. Nach Anfarbung der Chitinmembranen mit dem basischen 
Fluorescenzfarbstoff Acridinorange lag die Umkehrzone bei py 5. Die 
Lage des IEP wird daher bei py 5 angegeben. 

Die Aufnahme von Nitrat- und Ammonverbindungen zeigt keine 
direkte Abhangigkeit von der Lage des IEP: sowohl links als rechts davon 
werden Nitrat- und Ammonstickstoff gleichzeitig aufgenommen. Der Ver- 
brauch von Nitrat ist zwar im sauren Bereich hoher, der vonAmmon im 
neutralen, dies aber erst bei Ansteigen der Stickstoffkonzentration tiber 
den Optimalbereich von 0,05 mol/l hinaus und entsprechendem py-Wert. 

Ein gewisser Einflu&8 des IEP aduSerte sich nur in einer auffallend 
gesteigerten Mycelneubildung im py-Bereich links davon bei etwa 4,5 
und zwar bei Nitrat und Ammon in gleicher Weise. 

Der Ertrag auf Ammonstickstoff ist gréBer als auf dem nicht so rationell 
verwerteten Nitrat. Auf Grund besonders niedriger N-Koeffizienten wurde 
auf eine Speicherung geschlossen und eine solche von Nitrat in beacht- 
lichen Mengen nachgewiesen. 

KON als alleinige Stickstoffquelle rief normales Wachstum hervor. 

Meinem verehrten Lehrer, dem Direktor des Instituts f. Angew. Botanik der 
Techn. Hochsch. Miinchen, Herrn Prof. Dr. R. Gisrn, sei auch an dieser Stelle 
gedankt fiir die Anregung zu dieser Arbeit und besonders dafiir, daB er seine reichen 
Erfahrungen speziell auf dem Gebiet der hclzzerstorenden Pilze in zahlreichen 
Diskussionen mir zuginglich machte. 
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Die Biosynthese des Riboflavins 
bei Candida Guilliermondii (A. Cast) Langeron und Guerra 
und einigen verwandten Arten 


Kinflu8 yon Spurenelementen, insbesondere yon Eisen und Zink* 
Von 
F. KNUSEL 
Mit 10 Textabbildungen 


(Hingegangen am 8. Mérz 1957) 


1932 extrahierten WARBURG u. CHRISTIAN aus Hefe ein gelbes Fer- 
ment, dem bei der Zellatmung eine wichtige Rolle als Sauerstoffiiber- 
trager zukommt. 


Dieses Ferment besteht aus einem gelben Farbstoff, einer Eiwei8komponente 
und Phosphorsaéure. Der gelbe Farbstoff ist Riboflavin (Lactoflavin, Vitamin B,), 
welches 1933 von Kun aus Hiern, Malz, Milch und Hefe extrahiert und kristallin 
erhalten wurde. 1935 konnten Karrer u. Kuxn die Struktur von Riboflavin auf- 
klaren und es synthetisch herstellen, wahrend GyOrer u. KuHN schon 1932 anHand 
von Tierversuchen dessen Vitaminnatur demonstrierten. Eine eingehende Schil- 
derung der Entdeckungsgeschichte des Riboflavins findet sich bei SmpBRELL (1954). 

Riboflavin, oder 6,7-Dimethyl-9-(d, |-ribityl)-Isoalloxazin (C,,H,)N,0,; M = 
376,4) kristallisiert aus Wasser, Alkohol, Hisessig und Pyridin in feinen, gelb- 
orangen Nadeln. Bei 25° C lésen sich in 100 com Wasser 10—12 mg, bei 100° C 
230 mg Riboflavin. Die gesittigte Losung besitzt einen py-Wert von 6,2 (25° C). 
Riboflavin hat eine stark gelb-griinliche Fluorescenz, die zu seiner quantitativen 
Bestimmung verwendet werden kann. In alkalischer Lésung wird es durch Licht 
zu Lumiflavin, in neutraler oder saurer Lésung zu Lumichrom abgebaut. 

In der Natur kommt Riboflavin entweder frei vor oder als Riboflavin-Phosphor- 
sdure und Flavin-Adenin-Dinucleotid. Riboflavin-Phosphorséure und Flavin- 
Adenin-Dinucleotid bilden, zusammen mit ihren Proteinen, eine Reihe von Fer- 
menten, den Flavoproteinen, die bei Tieren, hdheren Pflanzen und Mikroorganismen 
verschiedene Stufen des Kohlenhydrat-, EiweiB- und Fettstoffwechsels regulieren. 
Beim Tier ist Riboflavin ftir die normale Struktur und die Funktionstiichtigkeit 
der Haut, vor allem der Schleim- und Bindehaute, notwendig. Riboflavin laBt sich 
auch in héheren Pflanzen nachweisen. So zeigten EuLER u. Dann (1935), daB bei 
Hafer (1942) und Gerste in den ersten Tagen der Keimung Flavine entstehen. 
Bonner (1942) stellte an Organkulturen fest, daB Riboflavin von isolierten To- 
maten- und Datura-Wurzeln synthetisiert wird. Folgende Verbindungen sind Bei- 
spiele fiir Flavoproteine, deren Wirkungsweise genau bekannt ist: d-Aminosaure- 
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hydrogenase, 1-Aminosaéurehydrogenase, DPN-Cytochrom-Reduktase und Xan- 
thindehydrogenase. Zusammenfassende Arbeiten iiber Riboflavin als Coenzym von 
Horvirr (1954) und Snr (1953) zeigen die groBe biologische Bedeutung dieses: 
Vitamins fiir die tierische und pflanzliche Zelle. 


H - 
= 
OH oF a é A IS Nes A\4 
CH, -C—C—6 —CH,—0H f Lf 
[pee sete ee 
|, #2 H 4 NGA \vnF N67 
> of C ~ - 
H / US H I 
JO 7 NK PINS: Roe oe ra) ; 
£ ia “x 
HG el ean MIs OL ne as 
| I | | A? Lumichrom 
H,C —C . Sy bs us te Ji Ae, sth | 
th \nZ is ee = t 
L; ‘ D 
0 “ey Jo» fh aa 
pean Hock C.-C. ann 
Riboflavin | ll | | 
Hoag. 0) Gane 
Cie SN eke 
H I 
Lumiflavin 


Die Tatsache, daB einige Mikroorganismen die Fahigkeit haben, 
groBe Mengen von Riboflavin zu bilden und in freier Form in die Kultur- 
lésung auszuscheiden, gab AnlaB zu intensiven Untersuchungen tiber 
den Weg der Biosynthese dieses Vitamins. Dabei interessierten nicht 
nur die biosynthetischen Vorgange im Organismus, sondern auch die 
Frage, warum ein Organismus solch unphysiologische Mengen eines 
Vitamins zu bilden imstande ist, das er zum normalen Funktionieren | 
seines Stoffwechsels nur in kleinsten Mengen bendtigt. Es soll im folgen- 
den ein kurzer Uberblick iiber die wichtigsten Arbeiten gegeben werden, 
die dazu dienten, Naheres tiber die Biosynthese von Riboflavin und tiber 
die Ursachen fiir eine Uberproduktion zu erfahren. : 

Aspergillus-Arten wurden auf ihre Riboflavinbildung untersucht durch LavOLLEY 
u. Laporey (1937, 1938, 1939 und 1941), Krravry (1939, 1940), Sarastn (1953) 
und EMMENEGGER (1954). Bei der Produktion und Ausscheidung von Riboflavin 
scheint es sich um eine biochemische Anomalitiit zu handeln, da die Synthese in 


einer an Mg**-armen Nahrlésung am héchsten ist oder durch den bekannten Ferment- 
hemmstoff HgCl, angeregt wird. 

Die Riboflavinbildung bei Hremothecium Ashbyii, einem Baumwollparasiten, 
wurde entdeckt und zuerst untersucht von GUILLIERMOND (1935, 1936), GuILLIER-- 
MOND, FonTarne u. Rarry (1935) sowie Rarry u. MrrmManorr (1938). 1944 ziich- 
tete ScHOPFER diesen Ascomyceten auf einer synthetischen Nahrlésung und beob- 
achtete in der Folge 3 Kulturvariationen, die sich in der Starke ihrer Riboflavin- 
bildung unterscheiden (Scuoprmr, 1945). Die Tatsache, da8 Purine im Diazol-Ring 
eine verbliiffende Ahnlichkeit mit Riboflavin aufweisen und daB es sich dabei um 
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natiirlich vorkommende Substanzen handelt, veranlaBte MacLAREN 1952, den 
Einflu8 von Pyrimidinen und Purinen auf die Biosynthese des Riboflavins bei 
Bremothectum zu untersuchen. Die Synthese wurde durch Purine wesentlich ge- 
férdert. Ahnliche Ergebnisse zeigen auch die Versuche von Goopwin u. PEND- 
LINGTON (1954). Bei Ashbya gossypii, nahe verwandt mit Hremothecium Ashbyii, 
erbrachten Praur (1954) und McNurr (1955) durch Untersuchung der Bio- 
synthese mit markierten Substanzen den einwandfreien Beweis, daB Adenin direkt 
in das Riboflavin-Molekiil eingebaut wird. 

Bei dem obligat anaeroben Bacterium Clostridium acetobutylicum, das nach den 
Arbeiten von WaRBurG u. CHRISTIAN (1933) Riboflavin in freier Form in die Nahr- 
lésung ausscheidet, stellte H1ckny (1945) fest, daB diese Synthese durch Fe-Ionen 
gehemmt wird. Levrron (1946) beschaftigte sich eingehend mit dem Hemmungs- 
mechanismus, und OBATA u. Tomoyo (1952, 1953, 1954) untersuchten die Kultur- 
bedingungen, die eine Riboflavinsynthese in synthetischem Milieu gewahrleisten, 
und stellten den Bedarf der dazu benétigten Aminosauren sicher. 

BuRKHOLDER (1943) und ScHoprer (1944) untersuchten zahlreiche Oandida- 
Arten, stellten fiir sie eine synthetische Nahrlésung her und schafften Klarheit iiber 
den Wirkstoffbedarf dieser anaskosporogenen Hefen. ScHoprer (1944) zeigte 
Candida Guilliermondit, eine Biotin heterotrophe Hefe, als hervorstechendsten Ribo- 
flavinbildner. Tanner (1945) und Levine (1949) zeigten, daB die Synthese dieses 
Vitamins bei C. Guilliermondii und C. flareri durch Fe-Ionen gehemmt wird und 
daB diese Organismen gegeniiber Fe-Ionen weit empfindlicher sind als Clostridiwm 
acetobutylicum. 

Zusammenfassende Arbeiten iiber die Riboflavinbildung bei Mikroorganismen 
und vor allem iiber die ausgedehnte dariiber bestehende Patentliteratur siehe 
PRIEDHAM (1952) und UNDENKOFLER (1954). 


Ob die Biosynthese von Riboflavin bei den besprochenen Organismen 
gleich verlauft, ist noch nicht bekannt. DaB sowohl bei Candida- als 
auch bei Clostridiwm-Arten Fe-Ilonen hemmend wirken, ist wohl kaum 
ein Beweis fiir gleichverlaufende Synthesewege. Die Unterschiede im 
Stoffwechsel eines obligaten Anaerobiers und eines Aerobiers lassen ver- 
muten, daB bei beiden Organismen die Biosynthese getrennte Wege 
geht. Versuche mit Purinen als Vorstufe, fiir die ein direkter Kinbau 
bei Ashbya gossypii bewiesen ist (McNutt), fehlen bei Candida- und 
Clostridium-Arten. Die einzigen Anhaltspunkte tiber die Ursache der 
unphysiologischen Uberproduktion liefert uns ScHoprer durch seine 
Untersuchungen an Kulturvariationen von #. Ashby, nach welchen 
er zum Schlu8B kommt, daB es sich um eine biochemische Abnormitat 
handelt, sowie Lavottny u. Laporny durch die Versuche an A. niger, 
der bei einer Mg-Didit mehr Riboflavin bildet als in einem optimalen 
Milieu, was darauf hindeutet, daB es sich bei dieser Riboflavinbildung 
um ein pathologisches Symptom handelt. 

Candida Quilliermondii la8t sich auf einer sehr einfachen synthetischen Nahr- 
loésung ziichten. Er braucht nur Biotin als Wirkstoff, im Gegensatz zu Eremothecium 
Ashbyii und Ashbya gossypii, die auBerdem noch Inosit und Aneurin brauchen, 
and Clostridium acetobutylicum, der neben Biotin auch p-Aminobenzoesiure be- 
notigt (vgl. Tab. 1). £. Ashbyw, A. gossypii und C. acetobutylicum sind auch an- 


spruchsvoller beziiglich Stickstoffquelle, da sie eine Kombination von wenigstens 
16* 
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drei Aminosauren verlangen. Dagegen wachsen Candida-Arten sehr gut auf einer 
Nahrlésung mit Asparagin als einziger N-Quelle. H. Ashbyii, A. gossypii und 
C. Quilliermondii sind Aerobier, deren Wachstum durch Sauerstoffzufuhr geférdert 
wird; C. acetobutylicum ist ein Anaerobier. Fiir C. Guilliermondii kann eine syn- 
thetische Nahrlésung mit einfachen und eindeutigen Bedingungen _hergestellt 
werden. Dasselbe gilt fiir die Zubereitung der Impfsuspensionen. Wahrend bei 
E, Ashbyii Mycel-Stiicke geimpft werden, dienen hierzu bei C. Guilliermondit junge, 
mehrmals gewaschene und steril abzentrifugierte Zellen. Diese Eigenschaften lieBen 
uns C. Quilliermondii als geeigneten Organismus erscheinen, um die Grundbedin- 
gungen fiir die Riboflavinbildung naher zu untersuchen. 


Tabelle 1. Vergleich der synthetischen Ndhrlésungen fiir Candida Guilliermondia, 
Eremothecium Ashbyii und Clostridium acetobutylicum : 


C. Guilliermondi« E. Ashbyii C. acetobutylicum 
aerob aerob anaerob 
nach SCHOPFER nach SCHOPFER nach TOMOYEDO 

Glucose Glucose Saccharose 
Asparagin Glykokoll Asparaginsaure 
d-Arginin Glutaminsaure 
]-Leucin Arginin 
KH,PO, KH,PO, KH,PO, 
MgSO, MgSO, MgsO, 
CaCl, 
Biotin Biotin Biotin 
Aneurin p-Aminobenzoesaure 
Tnosit 


Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die fiir die Riboflavinsynthese 
verantwortlichen Kulturbedingungen bei C. Guilliermondii néher zu 
untersuchen, und im Anschlu8 daran eine Reihe von Candida-Arten auf 
Wirkstoffbedarf und Riboflavinbildung zu priifen. Geeignete Kultur- 
bedingungen, um Mikroorganismen zu einer Maximalproduktion an- 
zuregen, stehen hier also nicht zur Diskussion, vielmehr sollen die Grund- 
bedingungen der Riboflavinbildung mit einfachem Milieu untersucht 
werden. 

Methoden 

Verwendeter Organismus und seine Ziichtung. Fir die Untersuchungen ~ 
im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine Candida Guilliermondii (A. Cast) 
Langeron und Guerra verwendet, die im Bot. Institut 1948 als Verunreinigung aus 
Eremothecium Ashbyii-Kulturen isoliert und in Delft bestimmt wurde. Die Stamm-_ 
kulturen wuchsen auf Bierwiirze-Schrigagar-Réhrchen im Dunkeln bei etwa 20° ©, — 
sie wurden alle vier Wochen auf neues Substrat iiberimpft. Vor Beginn der Unter- — 
suchungen wurde der Organismus durch Herstellung von Verdiinnungsreihen in — 
Petrischalen mit 10 cm* Bierwiirze-Agar (2,5°% Agar) auf seine Reinheit gepriift. 
Kine auf diese Weise rein geziichtete Kultur wurde fiir alle folgenden Experimente 
verwendet. 

Fiir die Herstellung der Impfsuspension wurde eine 5—10 Tage alte Stammkultur 
verwendet. Das Inoculum wurde dreimal nach sterilem Abzentrifugieren mit Leit- 
fihigkeitswasser gewaschen und fiir die verschiedenen Experimente eine gleich- 
maBige Suspension verwendet, deren optische Dichte 0,22—0,25 betrug. BurK- 
HOLDER hat 1943 den HinfluB der Dichte der Impfsuspensionen bei Candida-Hefen 
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untersucht. Bei diesen, in Schiittelkulturen auerordentlich rasch wachsenden 
Organismen, spielt die Impfmenge keine groBe Rolle, was auch durch eigene Ver- 
suche bestatigt werden konnte. Dagegen ist fiir Untersuchungen iiber Vitamine 
und Spurenelemente zu bedenken, daB mit kleinen Impfmengen auch weniger Ver- 
unreinigungen in die Nahrlésung gebracht werden. 

Der Organismus wurde auf folgender Nahrlosung geziichtet: Glucose 30 o; Harn- 
stoff 1,0¢; KH,PO, 1,5g; MgSO,-7H,0 0,5 ¢; Biotin 4 y; ad 1000 cm3 Leitfahig- 
-keitswasser. Aminosiuren sind sehr schwer von Spurenelementen zu befreien. Fir 

unsere Versuche waren wir auf eine méglichst spurenelementfreie Nahrlésung an- 
gewiesen, deshalb verwendeten wir Harnstoff (,,Merck“, puriss. pro analysi) an 
Stelle von Asparagin. 


Herstellung von spurenelementfreier Nahrlésung. Zur Befreiung der 
verwendeten Chemikalien, vor allem der Glucose, von Schwermetallspuren wurden 
die Methoden von Waring u. WeRKMAN (1943) sowie von Stout u. ARNON (1939) 
verwendet. WarinG u. WERKMAN entfernten vorhandenes Eisen durch Ausschiitt- 
lung der Nahrlésung mit 8-Hydroxychinolin, gelést in Chloroform. Stour u. ARNON 
verwendeten zur Entfernung von Schwermetallionen Diphenylthiocarbazon 
(Dithizon), ebenfalls in Chloroform gelést. Beide Reagentien bilden Schwermetall- 
komplexe, die durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Chloroform aus der Nahrlésung 
entfernt werden. Nach GorsBacu u. Pont (1950) sollen durch aufeinanderfolgendes 
Ausschiitteln mit Dithizon und 8-Hydroxychinolin, die beide keine groBe Selek- 
tivitat zeigen, mehr als 40 Schwermetallionen aus der Nahrlésung entfernt werden. 
DaB8 dies fiir Untersuchungen iiber Spurenelemente notwendig ist, zeigten uns Ver- 
suche von STEINBERG (1937) an Glucose, in der er 17 verschiedene Metallionen als 
Verunreinigungen nachwies. 

In dieser Arbeit wurde die Nahrlésung in folgender Weise gereinigt: 30 g Glu- 
cose wurden in 200 cm® Wasser gelést und mit 4 cm? Dithizonlésung (10 mg Dithizon 
in 100 cm* Chloroform ,,Merck*‘) im Scheidetrichter 3 min kraftig geschiittelt. Die 
durch Metall-Dithizonate dunkelblaurot gefarbte Chloroformphase wurde ver- 
worfen und die Glucoselésung mit reinstem Chloroform so oft ausgeschiittelt, bis 
das Liésungsmittel farblos war. Beim Ausschiitteln mit Dithizon in Chloroform ist 
das Fortschreiten der Extraktion dank der intensiven Farbung der Metall-Dithi- 
zonate in Chloroform visuell gut zu verfolgen. Der genau gleiche Vorgang wieder- 
holte sich mit 4 cm’ 8-Hydroxychinolin-Lésung (20 mg in 100 cm*® Chloroform 
»Merck“‘). 1,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, und 1 g Harnstoff wurden in 50 cm’ Wasser 
gelést und, wie unter Glucose beschrieben, von Schwermetallen befreit. Das in den 
Lésungen noch vorhandene Chloroform wurde durch 5-miniitiges Erhitzen auf 
90° C verdampft. Alle Operationen fanden in saubersten PyrexgefaBen statt. 

Die ausgeschiittelten Lésungen wurden dann mit 750 cm? Wasser zu einem Liter 
Nahrlésung erganzt, der 1 cm? Biotinlésung (4 y) beigefiigt wurde. Zum Ansetzen 
der Nahrlésung diente Ionenaustauscherwasser, welches im Gemischtbettverfahren 
entsalzt worden war (Leitfahigkeit 6—8 - 10® cm/Ohm). Nachdem sich die in den 
Vorversuchen verwendeten Jenaer Erlenmeyer als ungeniigend erwiesen hatten, 
dienten 150 cm? Pyrex-Erlenmeyer als KulturgefaiBe. Sie wurden mit verdiinnter 
Salzsiure gewaschen, unmittelbar vor Gebrauch mit Leitfaihigkeitswasser ge- 
fillt und 20 min bei 115° C sterilisiert. Nach dem Trocknen wurden sie mit 
der gereinigten Nahrlosung (25 cm* je Erlenmeyer) gefiillt. Nach der Beimp- 
fung wurden die Kulturen bei 29° C im Dunkeln auf einer Schiittelmaschine 
(n = 150/min, 1 cm Weg) wachsen gelassen. Nach 3 Tagen wurden die Kulturen 
abgebrochen. 

Bestimmung des Trockengewichtes. Zur Bestimmung des Trocken- 
gewichtes wurden die Nahrlésungen mit dem reichlich gewachsenen Organismus in 
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Celluloseacetat-Rohrchen abzentrifugiert (n = 8000/min). Die iiberstehende L6- 
sung, in der sich das zu bestimmende Riboflavin befand, wurde abgegossen und die 
Organismen 3 Tage bei 40° C im Trockenschrank und anschlieBend im Exsiccator 
getrocknet, da die Celluloseacetat-Réhrchen Temperaturen iiber 80° C nicht er- 
trugen. Kontrolltrocknungen bei 105° C und durch Gefriertrocknung zeigten aber, 
daB die Differenz zur gewahlten 
Methode nur etwa 1—2% aus- 
macht, was weit innerhalb der 
Wachstumsschwankungen des Or- 
ganismus liegt. 


350 


Bestimmung des Ribofla- 
vins. Die Eigenschaft von Ribo- 
flavin, in saurer, unbelichteter Lé- 
sung gelblich-griin zu fluorescieren, 
wird zur quantitativen Bestim- 
mung verwendet (EULER u. ADLER 
1934). Die fluorimetrische Bestim- 
mung ist durch groBe Empfind- 
lichkeit und rasche Durchfiihrung 
ausgezeichnet. Siehe hierzu z. B. 
WEISSBERG u. Levin (1937) sowie 
Vitamin Assay 1947. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde fiir die 
Riboflavinbestimmung ein ,,Hil-— 
ger‘-Fluorimeter mit Zusatzgerat 
verwendet. Fiir die Bestimmung 
des Riboflavins aus der Nahrlésung 
wurde eine Eichkurve mit bekann- 
tem Riboflavingehalt mit Natrium- 
fluorescein (1 y/em*) als Standard 
verglichen. Im verwendeten MeB- 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von Riboflavin in Wasser. und Riboflavinkonzentration. Da 
I. Riboflavin Roche; 77. Riboflavin aus Kulturlésung die Fluorescenz von Riboflavin im 

Bereich von pp 4—7 ungefahr 
100°, betragt, konnte bei der Bestimmung ohne Puffer gearbeitet werden, da die 
Kulturlésung zur Bestimmung in den meisten Fallen 1: 100 mit dest. Wasser ver- © 
diinnt wurde. 


Die GréBenordnung des Riboflavingehaltes wurde auch nach einer einfachen, 
visuellen Methode ermittelt, indem Verdiinnungen der Kulturlésungen in Reagens- 
glasern unter der UV-Lampe mit Fluorescenzen von bekanntem Riboflavingehalt 
verglichen wurden. 


Bei allen Experimenten wurden Kontrollmessungen nach der mikrobiologischen 
Bestimmungsmethode von SNELL u. SrRoNG gemacht (1939). Hierzu diente Lacto- 
bacillus casei auf Difco-Riboflavin-Assay-Medium. Das Wachstum des Organismus 
wurde nephelometrisch gemessen. Die Resultate der fluorimetrischen und mikro- 
biologischen Messungen stimmten gut iiberein. 


Bestimmung der Glucose. Der Rest-Glucosegehalt in der Kulturlésung wurde 
nach der Methode von BrerTRAND bestimmt, 
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. an Messungen. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit einem pu-Meter 

i : CO f id eae. ¥ : ; 

er Photo-Volt Corporation (Glaselektrode) und mit ,,Merck -Indikatorpapier ge- 

messen. 

4 “elec des gebildeten Riboflavins. Um den gelben Farbstoff 
er Kulturlésung als Riboflavin zu identifizieren, wurden Chromatographie, Spek- 

tralanalyse und mikrobiologische Bestimmung angewandt. 

4 es Kulturlésung wurde nach Abzentrifugieren und Filtrieren in einer Florisil- 
aule chromatographiert. Florisil ist ein feinkérniges, synthetisches Adsorptions- 

mittel der Floridin Co., Talahassee, Florida, und besteht aus einem Gemisch von 


Lumichrom 


Lumiflavin 


Riboflavin 


Start 


Abb. 2. Photographie eines Riboflavin-Chromatogrammes unter der UV-Lampe. 
a Riboflavin ,,Roche™, b gelbes Filtrat, c Kulturlésung, d belichtete alkalische Kulturlésung 


MgO, SiO, und Na,SO,. Die Saéule wurde mit Wasser gewaschen, die gelbe 
Schicht im oberen Teil des Adsorptionsmittels in eine braune Flasche itberfiihrt 
und mit einer Lésung von 6 cm® Pyridin, 0,6 cm* Hisessig und 23,4 cm*® Wasser 
eluiert. Das Eluat wurde filtriert, im Vakuum auf 2 cm® eingeengt und mit 5 em® 
Pyridin verdiinnt. Dann wurden 200 cm® Aceton hinzugefiigt, worauf eine gelblich- 
weiBe Ausflockung entstand. Nach dem Filtrieren wurde wieder im Vakuum ein- 
geengt, in Pyridin aufgenommen und Aceton hinzugefiigt. Wieder entstand eine, 
diesmal wesentlich schwachere Fallung, und der Vorgang wurde ein drittes Mal 
wiederholt. Im daraus resultierenden Filtrat befand sich der gréBte Teil des gelben 
Farbstoffes aus der Kulturlésung. Diese Methode wurde von McNurr bei seinen 
Versuchen angewandt. 

Von diesem Filtrat wurden die Absorptionsspektren mit einem ,,Beckman‘“- 
Spektrophotometer gemessen. Die Maxima deckten sich, wie Abb. 1 zeigt, mit den- 
jenigen von kristallinem Riboflavin und stimmen mit den in der Literatur be- 
schriebenen iiberein. Vgl. KARRER sowie SEBRELL. DaB das Maximum bei 2650 A 
nicht hdher stieg, mochte daher riihren, das das Riboflavin noch zu wenig rein war. 

Filtrat und Kulturlésung wurden auch papierchromatographisch untersucht. 
Riboflavin ,,Roche“, gelbes Filtrat, Kulturlésung, und Kulturlésung, die mit NaOH 
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auf py 12 eingestellt und darauf 4 Std dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt wurde, 
chromatographierten wir nebeneinander und gleichzeitig aufsteigend. Als Lésungs- 
mittel dienten Butanol, Eisessig und Wasser (4: 1:5), wie dies CRAMER (1948) 
und Wutrupy (1950) beschreiben. Das Chromatogramm entwickelten und photo- 
graphierten wir unter der Fluorescenzlampe (Abb. 2). Fir papierchromatogra- 
phische Untersuchung s. a. ForsTer u. KARRER (1953). 

Im UV-Licht konnten fiir Riboflavin ,,Roche‘, gelbes Filtrat und Kultur- 
losungen gelbe, fluorescierende Flecken festgestellt werden, die einen identischen 
Ry-Wert haben. Er betragt 0,30 und entspricht der Literatur (WHITHBY 1950). 
Im alkalischen Milieu wird Riboflavin durch Licht zu Lumiflavin abgebaut (CH,- 
Gruppe in Stellung 9, statt Ribityl-Rest im Riboflavin) und besitzt einen héheren 
Rr-Wert (0,40). 

Als drittes Kriterium diente Lactobacillus casei, ein Riboflavin-auxoheterotrophes 
Bacterium. Bei Zugabe von Kulturlésung kann dieser Organismus zu einem nor- 
malen Wachstum angeregt werden. 


2. Vorversuche 

Candida Guilliermondii (A. Cast) Langeron und Guerra, geziichtet auf 
der von SCHOPFER (1944) beschriebenen Nahrlésung mit Harnstoff als 
N- Quelle, zeigte nach 3 Tagen Wachstum bei 29° C in Standkulturen 
sehr groBe Differenzen in der Riboflavinbildung zwischen den einzelnen 
Kulturen. Auch bei Schiittelkulturen waren die Unterschiede sehr groB. 
Der Gehalt schwankte zwischen 1 und 15 y je cm® Kulturlésung, ob- 
gleich die Organismen scheinbar unter gleichen Versuchsbedingungen 
geziichtet wurden und wir sie mit einer dreimal ausgewaschenen und 
steril abzentrifugierten Impfsuspension beimpft hatten. Da ScHoprer 
(1945), VeLu (1945) und Rirrer (1944) bei Hremothecium Ashbyii, dem 
wichtigsten und meist untersuchten Riboflavinbildner, zeigen konnten, 
daf sich dieser Organismus in Stamme aufspalten laBt, deren Synthese- 
vermogen fiir Riboflavin stark differiert, haben wir zuerst angenommen, 
daB dies auch fiir C. Guilliermondii der Fall sein kénnte. Es wurden 
daher sowohl aus Kulturen mit starker als auch mit schwacher Ribo- 
flavinbildung auf Agar-Verdiinnungsplatten 50 einzelne Staémme heraus- 
geziichtet und in fliissigem Milieu auf ihr Synthesevermégen untersucht. 
Doch traten bei ihnen wieder die gleichen Schwankungen auf, und zwar 
fanden wir bei Organismen aus Kulturen mit starker Riboflavinbildung 
nach dem Herausziichten auf Agar-Verdiinnungsplatten sowohl Kul- 
turen mit viel als auch solche mit sehr wenig gebildetem Riboflavin und 
umgekehrt. 

Der Versuch, unter der Fluorescenzlampe festzustellen, ob die aus ein- 
zelnen Zellen hervorgegangenen Kolonien viel oder wenig Riboflavin 
zu bilden imstande sind, schlug fehl, weil auf Bierwiirze-Agar nie eine 
Riboflavinbildung nachgewiesen werden konnte; ein groBer Teil der 
Organismen aus diesen Kolonien ist dann aber in synthetischem, fliissigem 
Milieu zu einer intensiven Synthese befihigt. Daraus kénnte geschlossen 
werden, daf} sich in Bierwiirze-Agar ein Stoff befindet, der die Ribo- 
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flavinsynthese hemmt. Bierwiirze (5 cm? auf 100 em? Nahrlésung), dem 
synthetischen, fliissigen Medium zugesetzt, vermag namlich auch da die 
Riboflavinsynthese vollsténdig zu hemmen. Levrron ( 1946), TANNER 
(1945) und Levine (1949) beschrieben 1945 und 1946 die Eisenhemmung 
der Riboflavinbildung bei Clostridiwm- und Candida-Arten, wie in der 
Einleitung dargelegt worden ist. 

Bei Zugabe von 20 y Fe,(SO,); oder 20 y FeSO, je Kultur (25 cm) 
wurde so gut wie kein Riboflavin mehr gebildet ; damit war die Hemmung 
durch Eisen bestatigt. In den Kulturen, die wenig oder gar kein Ribo- 
flavin bilden, muB die Synthese durch Eisen gehemmt werden, welches 
sich in den verwendeten Chemikalien befindet. Unklar bleibt dann nur, 
warum einzelne Kulturen trotzdem zu einer recht intensiven Synthese 
befahigt sind. Wir vermuteten, da neben Eisen ein oder mehrere andere 
Schwermetalle an der Synthese beteiligt sind. 

Deshalb wurde in einer ersten Versuchsreihe der Einflu8 von ver- 
schiedenen Schwermetallen (Spurenelemente, Mikronahrstoffe oder Oligo- 
elemente) auf das Wachstum, den Zuckerverbrauch und die Riboflavin- 
bildung bei C.Guilliermondii untersucht. Verwendet wurden die im 
Institut gebrauchlichen Reinstpraparate von Glucose, KH,PO,, MgSO, 
und Harnstoff, sowie Ionenaustauscherwasser und Jenaer Erlenmeyer. 


Tabelle 2. Wirkung von Zn und Fe auf Wachstum und Riboflavinbildung 


Nahrlésung Trockengewicht Riboflavin Glucoseverbrauch 
mg/Kultur y /em® mg/cm? 
ohne Spurenelemente 80 1—15 18 
mit 20 y ZnSO,/Kultur 101 30 | 30 
mit 20 y FeSO,/Kultur 142,5 0,15 25 
mit 20 y ZnSO, und 
20 y FeSO,/Kultur 114,5 0,45 30 


Aus diesen Versuchen (Tab. 2) ist folgendes ersichtlich: 1. Eisen hemmt 
die Riboflavinbildung vollstandig und férdert das Wachstum und den 
Glucoseverbrauch gegeniiber der Kontrolle stark. — 2. Zink fordert die 
Riboflavinbildung sehr stark, weniger stark als Eisen das Trockengewicht ; 
aller vorhandene Zucker wird verbraucht. Die Riboflavinmenge weist in 
den Kulturen eine erstaunliche Konstanz auf, vor allem im Vergleich 
mit den Schwankungen der Kulturen ohne Spurenelemente. — Andere 
gepritfte Spurenelemente wie Co, B, Cu, Mo und V sind ohne Einfluf. 

Tn einer zweiten Versuchsreihe wurden KH,PO,, MgSO, und Harnstoff 
Merck“ puriss. z. Analyse verwendet. Die Versuche wurden wieder in 
Jenaer Erlenmeyer durchgefiihrt. Da sich in den ersten Versuchen 
(vgl. Tab. 3) gezeigt hatte, daB Schiittelkultur einen groben EinfluB auf 
das Wachstum dieses Organismus hat und vor allem kiirzere Versuchs- 
zeiten ermdglicht, wurden alle folgenden Versuche als Schiittelkulturen 


durchgefihrt. 
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Tabelle 3. Hinflup der Schiittelkultur auf Wachstum und Riboflavinbildung 


ports 1. Tag | 2. Tag 3. Tag 6. Tag | 10. Tag 
Nabridsang | og) Gy [OR sy Tal) Re OSG ee ee eee 
unge- | | 

schiittelt | — 1 3,5 18 5,5 25 11 40,5 14 47 
geschiit- | | 

telt | —.. 10 1.12. 71 )28 101)) 027 “130s cose 


R = Riboflavin (y/em*); TG = Trockengewicht (mg/Kultur). Nahrlésung mit 
20y ZnSO, je Kultur. 


Aus den Versuchsresultaten von Tab. 4 zogen wir folgende Schliisse: 
Zn wirkt bei diesem Organismus primar auf die Riboflavinbildung. Fe 
hemmt diese Synthese, wirkt aber auf das Wachstum von C. Guillier- 
mondii férdernd. Erst Fe und Zn in Kombination geben ein maximales 
Wachstum und einen vollsténdigen Glucoseverbrauch; durch Anwesen- 
heit von Fe wird aber die Riboflavinsynthese gehemmt. Die Vermin- 
derung des Wachstums gegentiber dem ersten Versuch veranschaulicht 
die groBe Empfindlichkeit dieses Organismus gegeniiber Fe- und Zn- 
Tonen. Es ist anzunehmen, dai im ersten Versuch die Verunreinigungen 
der verwendeten Chemikalien zu groB waren, um bei C. Guilliermondii 
giiltige Resultate zu erhalten. Die Schwankungen im Riboflavingehalt 
der Kontrollkulturen ohne Spurenelemente deuten darauf hin, da®B auch 
in der Glucose Schwermetallspuren mit nicht zu vernachlassigendem 
EinfluB auf Wachstum und Riboflavinbildung vorhanden waren. 


Tabelle 4. Wirkung von Fe und Zn in Schiittelkultur 


aes Tey | : ss la ‘ 
Nahbrldsung Trockengewicht Riboflavin |(Glucoseverbrauch 


mg/Kultur y/em?® | mg/cm* 
ohne Spurenelemente. ...... 60 | 6—12 12,2 
mit 207 FeSO,/Kultur ...... 88 0,1 15,8 
Muh ZnSO iuluttee a: vg es 55 30 | Vie 
mit 20 y FeSO, und 
2057 Z2nSO0,/Kultur .02 sae. 130 1,3 30 


Um einen tieferen Einblick in die Wirkung von Spurenelementen auf 
Wachstum, Riboflavinbildung und Glucoseverbrauch bei C. Guillier- 
mondii zu erhalten, wurde die verwendete Nahrlésung nach der beschrie- 
benen Methode mit 8-Hydroxychinolin und Dithizon weitgehend von 
Spurenelementen befreit. 


Kin vollstandig spurenelementfreies Milieu diirfte mit den heutigen Methoden 
noch nicht zu erreichen sein, vor allem einmal deshalb, weil in der ausgeschiittelten 
Nahrlésung der Organismus wachsen mu8 und weil deshalb die fiir die Entfernung 
von Schwermetallionen giinstigsten py-Bedingungen nicht geschaffen werden 
kénnen. Siehe hierzu Gorpacn u. Pout (1950) sowie Bock u. Umiann (1955). 
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Zudem wei man, daf auch das Glas gewisse Schwermetalle in die Lésung abgibt, 
wie dies STEINBERG 1919 zeigen konnte, und zwar an Versuchen mit Aspergillus 
niger und am Einflu8 von Zn auf sein Wachstum. Der stérende Faktor des dest. 
Wassers kann heute durch das TIonenaustausch-Verfahren eliminiert werden. 
Zuletzt darf nicht vergessen werden, da auch mit sehr gut ausgewaschenen Impf- 
Suspensionen und bei Zugabe von wenig Inoculum immer gewisse unerwiinschte 
Verunreinigungen in die Nahrlésung gelangen. 

In den Nahrsalzen KH,PO, und MgSO, konnte mit 8-Hydroxychinolin eindeutig 
Hisen festgestellt werden, ebenso im Harnstoff. Die zuerst verwendeten Chemika- 
lien enthielten, wie erwartet, wesentlich mehr Eisen als die ,,Merck‘‘-Praparate 
purissimum pro analysi (fiir KH,PO, und MgSO, max. 0,0007% Fe** und Fe’"’). 
Die bekannte Rotfarbung des Zinkdithizonates zeigt uns vor allem einen starken 
Zn-Gehalt der Glucose an. Daneben sind aber mit Sicherheit noch einige andere 
Schwermetallverunreinigungen in der Glucose, deren Identifizierung reichlich 
kompliziert ist. Siehe auch GorsBace u. Pont (1950). Dithizon kann zur kolorime- 
trischen Bestimmung von Zn verwendet werden. Vel. MAuMSTRON u. GuIcK (1951), 
Cow Line u. Mmumr (1941). 


Mit der gereinigten Nahrlosung wurden vorerst Jenaer und Pyrex- 
Erlenmeyer auf ihre Eignung fiir die folgenden Versuche gepriift. Es 
wurde ausgeschiittelte Nahrldsung ohne Zusatz von Spurenelementen 
verwendet. Die Durchschnittswerte aus 15 einzelnen Kulturen betragen 
im Jenaer Erlenmeyer 38,5 mg Trockengewicht/Kultur und im Pyrex- 
Erlenmeyer 22,6mg Trockengewicht/Kultur. Nach diesem Versuch, 
der zeigt, daB aus Jenaer Glas wesentlich mehr Schwermetalle heraus- 
gelost werden als aus Pyrex-Glas, wurden fiir unsere Versuche nur Pyrex- 
Erlenmeyer verwendet, die wie auf 8.223 angegeben gereinigt wurden. 

Eine dritte Versuchsreihe zeigt das Wachstum, die Riboflavinbildung 
und den Glucoseverbrauch von C. Guilliermondii auf dieser gereinigten 
Nahrlosung (vgl. Tab. 5). Die Ergebnisse sollen an dieser Stelle noch nicht 


Tabelle 5 
Nabrlésung Trockengewicht Riboflavin Glucoseverbrauch 
mg/Kultur y/ems mg/cm? 
ohne Spurenelemente. ...... 21 0,5—155 4,25 
mori, 207 ZnSO,/Kultur. - . . .. 18,5 14 5,8 
mit 20y FeSO,/Kultur ...... 62 0,1 9,1 
mit 20 y ZnSO, und 
ZU eyebie SO) LUT nen cee 94. 1,25 30 


im einzelnen besprochen werden. Sie zeigen, da} Fe und Zn einzeln und in 
Kombination einen wesentlichen Einflu8 auf den untersuchten Organis- 
mus haben. 

Daher wird im folgenden die Bedeutung von Fe und Zn fir Wachstum, 
Riboflavinbildung und Glucoseverbrauch von C. Guill. sowie der Wirk- 
stoffbedarf und die Riboflavinbildung einer Reihe von Candida-Arten 


naher untersucht. 
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3. Hinflup von Spurenelementen 


Nachdem lange Zeit den Spurenelementen nur eine stimulierende 
Wirkung zugeschrieben wurde, weiB man heute, daB sie fiir das normale 
Funktionieren des Stoffwechsels essentiell sind. Wahrend bei hdheren 
Pflanzen das Bediirfnis nach Spurenelementen schon gut bekannt ist 
und die absolute Notwendigkeit von Fe, Zn, Mn, Cu, Mo und B sicher 
nachgewiesen werden konnte, sind die von einer groBen Zahl von oe 
organismen verlangten Spurenelemente noch unbekannt. : 


Mit der Verfeinerung der chemischen Methoden zur Entfernung von Schwermetall- 
spuren aus Nahrlésungen konnte aber auch bei einzelnen Mikroorganismen die 
absolute Notwendigkeit von Spurenelementen bewiesen werden. Uber die Reini- 
gung von Nahrlésungen siehe Linty u. Barnerr (1951). Zur Untersuchung tiber 
die Notwendigkeit von Spurenelementen geben LavoLLey (1955) sowie ARNON (1950) 
folgende Kriterien an: Ein Spurenelement ist nur dann absolut notwendig, wenn 
1. sein Fehlen keine normale und volistandige Abwicklung des Stoffwechsels, die 
Fortpflanzung inbegriffen, erméglicht, 2. wenn das Element eine spezifische Wir- 
kung hat, und 3. wenn das Element direkt im Stoffwechsel des Organismus ver- 
wendet wird. 

Diese Kriterien lassen sich auf Grund der einfacheren Untersuchungsmethoden 
bei griinen Pflanzen leichter beweisen als bei Mikroorganismen; deshalb besteht ein 
groBer Teil der Literatur iiber Spurenelemente aus Untersuchungen iiber Mangel- 
krankheiten bei griinen Pflanzen und deren Heilung durch spezifische Spurenele- 
mente, vor allem in der Landwirtschaft. Zusammenfassende Literatur iiber Spuren- 
elemente siehe LAvoLLEy (1955), ScHOPFER (1949) sowie SCHARRER (1955). 

Nach den ersten Arbeiten von RAULIN, der die Unentbehrlichkeit von Zink und 
Hisen fiir Aspergillus niger bewies, und den Untersuchungen von BERTRAND, 
JAVILLIER sowie MazE zwischen 1905 und 1915, folgten in den nachsten Jahrzehnten 
unzahlige Arbeiten, die die Notwendigkeit von verschiedenen Elementen fiir diesen 
oder jenen Organismus bewiesen. 

Die Geschichte der Spurenelementforschung zeigt auffallige Parallelen mit der 
Vitaminforschung bei Mikroorganismen. Auf beiden Gebieten wurde zuerst die 
empirische Tatsache festgestellt, bei auxo-heterotrophen Bakterien und Pilzen das 
Bediirfnis fiir ein Vitamin, bei vielen Mikroorganismen die Notwendigkeit von 
Spurenelementen. Mit der Verfeinerung der Untersuchungsmethoden folgten bald 
auch bessere Kenntnisse iiber die Funktion der Vitamine und Spurenelemente im 
Stoffwechsel. Wie erwihnt kennt man fiir einige Vitamine die Enzymsysteme, in die 
sie als Cofermente eingebaut sind. Nachdem Pores (1932) an Aspergillus niger, dem™ 
bevorzugten Objekt fiir Spurenelement-Untersuchungen, zeigen konnte, daB Zn— 
einen maBgeblichen EinfluB auf den Glucoseverbrauch dieses Organismus hat, lag 
die Vermutung nahe, da auch die Spurenelemente im engen Zusammenhang mit 
Enzymsystemen wirken. Neuere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet bestatigen 
diese Vermutungen und heute wei man, da Spurenelemente Fermentsysteme 
aktivieren oder selbst wichtige Bestandteile von Enzymen oder andern, fiir den 
Organismus notwendigen organischen Verbindungen sind: Mo ist essentieller Be- 
standteil der Nitrat-Reduktasen, zudem enthalten viele der schon erwahnten 
Flavoproteine Metalle als Bestandteil (Mantmr 1955); Cytochrome sind Fe-haltige 
Fermentsysteme, Co ist Bestandteil des Vitamins B,, usw. 


In einer ersten Versuchsreihe wurden 8 Spurenelemente auf ihre Wirk- 
samkeit bei Candida Guilliermondii gepriift. 
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Verwendet wurden ZnSO,, FeSO,, Co(NO;),, CuSO,, MnSO,, Na,MoO,, alles 
»Merck“-Praparate puriss. pro anal., sowie NH,(VO,) und Fe,(SO,)3 reinst. Je 
Kultur zu 25 cm® gereinigter Nahrlésung wurden 20 y dieser Substanzen zugesetzt. 
Fiir jedes Schwermetallsalz wurden 20 einzelne Kulturen untersucht, ihr Trocken- 
gewicht, die gebildete Riboflavinmenge (mikrobiologisch und fluorimetrisch), sowie 
die tibrig bleibende Glucose (nach Brrrranp) in der Nahrlésung bestimmt. Aus 
Glucoseverbrauch und Trockengewicht kann der 6konomische Koeffizient bestimmt 
werden: 6konomischer Koeffizient = mg Trockengewicht/mg verbrauchte Glucose. 
Das Verhaltnis gibt Anhaltspunkte tiber die Verwendung der verbrauchten Glucose. 
Fiir Mikroorganismen ist nach den Untersuchungen von ScuopFEr ein 6konomischer 
Koeffizient von 0,25—0,30 normal. Durch fluorimetrische Messungen wurde der 
Riboflavingehalt je cm® Kulturlésung bestimmt. Um vergleichbare Ergebnisse zu 
erhalten, muB der Riboflavingehalt der Kulturlésung auf die Hinheit des Trocken- 
sewichtes bezogen werden. 


Labelle 6. HinfluB von Spurenelementen auf Wachstum, Riboflavinbildung und 
Glucoseverbrauch bei Candida Guilliermondii (A. Cast) Langeron und Guerra 


Nahrldsung ‘gewicnt | Bibofavin | rok | te Glucose | miseher 
mg/Kultur mee kengewicht mg/cm? Koeffizient 
ohne Spurenelemente 17,4 4 5,7 4,25 0,16 
mit 20) ZnSO,... . 16,1 14 21,7 5,8 0,09 
Bites TeSOps oh «a 62 0,1 0,04 9,1 0,27 
20 y Fe,(SO,)s - 58,8 0,1 0,04 9,15 0,25 
20 y Co(NOs)s - 15,4 7,5 12,1 4,6 0,12 
Sn Bes: ee | 19 4 5 4,6 0,16 
20y CuSO, .- a, 18,4 4 5,5 4,6 0,15 
207 MnSO, . 17,5 4 5,7 4,6 0,15 
20 y NH,VO, . ; 17,5 4 5,7 4,6 0,15 
20y Na,MoO,... . 18 4 5,5 4,6 0,16 


Die Resultate dieser ersten Versuchsreihe sind in Tab. 6 wiedergege- 
ben. Aus ihr ist ersichtlich, da8 unter den gewahlten Kulturbedingungen 
nur Zn und in einem viel schwacheren Ausma auch Co die Biosynthese 
von Riboflavin begiinstigen. Der fordernde Einflu8 von Zn geht Hand in 
Hand mit einer schlechteren Verwertung der Glucose, was aus dem niedri- 
gen dkonomischen Koeffizienten hervorgeht. Fe garantiert ein starkes, 
normales Wachstum dieses Organismus und einen entsprechenden, nor- 
malen Glucoseverbrauch. Der dkonomische Koeffizient liegt in der fiir 
ein normales Wachstum zu erwartenden GréSenordnung. Bei Gegen- 
wart von Fe in der Kulturlésung wird jedoch sehr wenig Riboflavin 
gebildet. Aus diesem Versuch geht aber nicht hervor, ob Fe wirklich 
hemmend wirkt, vielmehr hat man den Eindruck, da der Organismus 
7 einem normalen Wachstum Fe benodtigt und daf er unter diesen Be- 
dingungen kein Riboflavin im Uberschu8 bildet, sondern nur soviel, wie 
seinem Stoffwechselbedarf entspricht. 

Deshalb wurde eine Versuchsreihe angesetzt, um aufzuklaren, ob Fe 
und eventuell noch andere Schwermetalle die fordernde Wirkung des 
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Tabelle 7. EinfluB von Spurenelementen auf Wachstum, Riboflavinbildung 
und Glucoseverbrauch bei Candida Guilliermondii in Nahrlésung mit ZnSO, 


a 


Trocken- : ; Riboflavin | verbrauch- 6kono- 
Nahrlésung | eat penet: | vie Trok- te Glucose | mischer 
mg/Kultur A kengewicht mg/em* Koeffizient ; 

ohne Spurenelemente . . 1755, 4 5,7 4,25 0,16 
miti2043 ZnSO Feet 16,1 14 21,7 5,8 0,09 

20 y ZnSO, 

20/5), HES © sition lami: 88,5 1 6,29 30 0,11 

20 y ZnSO, 

2037 Hes(SO,)su ee 90,6 10 2,9 30 0,12 

20y ZnSO, z 

204) Co(NOs\ar one 15,3 13 21,2 5,6 0,11 

20 y ZnSO, 

20.5: BESO sali os 15,9 12,5 19,6 5,8 0,11 

20 y ZnSO, : 

204: CaSO, oso 16,8 14 20,8 5;7 0,12 

20 y ZnSO, 

20 MnSOce ae casas 18,5 12,5 16,9 5,8 0,13 

20 y ZnSO, 

20%) INEGV Os ome) e 16 12,5 19,5 5,8 0,11 

20 y ZnSO, 

20y Na,MoO,... . 15,9 13 20,4 5,8 0,11 


Zn aufgeben und die Riboflavinbildung hemmen. Je Spurenelement unter- 
suchten wir wieder 20 Kulturen, wobei jedes Schwermetallsalz des vor- 
hergehenden Versuches in einer Nahrlésung getestet wurde, in der sich 
20 y ZnSO,/25 em* Niihrlésung befanden (siehe Tab. 7). - 


; mg/ Kultur y/ cm? 
al 425 mg/em3 
30 
80 20 
§ ~S 
8 S 
& 60 20 RS 
S a 3 
F im | 8 
KS 40 10 8 
a ns 
20 EB -) 
YY, Uy) 0 0 
Kontrolle  20yZnS0, 20yFe,(S0,), 22 2nS0, 


20'p Fea (S0,)s 
Abb. 3. Wachstum, Glucoseverbrauch sowie Riboflavinbildung von C. Quilliermondii 
in Abhingigkeit von Eisen und Zink 
Diese Ergebnisse sind nun aufschluBreicher fiir die Wirkung von Fe 
und Zn. Sie zeigen, das Fe” und Fe’ die Riboflavinbildung stark hem- 
men, da aber bei Kombination von Fe und Zn der Glucoseverbrauch 
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unerwartet ansteigt und da8 alle in der Nahrlésung vorhandene Glucose 
verbraucht wird, was bei einem dkonomischen Koeffizienten von 0,12 
auf eine schlechte Ausniitzung dieses Zuckers hinweist. Be, Cu, Mn, 
V und Mo sind fiir sich allen und mit Zn kombiniert, sowohl auf 
Wachstum als auch auf Riboflavinbildung und Glucoseverbrauch ohne 
Einflus. 

Die fiir den weiteren Verlauf unserer Versuche wichtigsten Ergebnisse 
sind in Abb. 3 zusammengefaft. Nach dem t-Test von Lryper wurden 
die Durchschnittswerte der Trockengewichte von Kulturen mit Fe” 
und mit Zn’'/Fe™™ statistisch einwandfrei gegeneinander gesichert. Die 
leicht wachstumshemmende Wirkung von ZnSO, gegeniiber Kulturen 
ohne Spurenelemente diirfte eine rein zufallige sein. Eine statistische 
Untersuchung der Riboflavinbildung und des Glucoseverbrauches er- 
ubrigt sich bei diesen groBen Unterschieden der einzelnen Versuchs- 
reihen. 


4. Kombinierte Wirkung von Eisen und Zink 


Es steht eindeutig fest, daB Eisen fiir das Wachstum unseres Organis- 
mus unentbehrlich ist, da Zink fiir die Uberproduktion an Riboflavin 
verantwortlich gemacht werden kann und da beide zusammen in hohen 
Dosen den Glucoseverbrauch stark fordern, bei gleichzeitiger schlechter 
Verwendung dieses Zuckers, was aus dem niederen 6konomischen 
Koeffizienten hervorgeht. 


Zur Untersuchung der kombinierten Wirkung wendeten wir die Technik des 
,,schachbrettversuches an. Es wurden 4 Dosen Fe’ mit 4 Dosen Zn*’ kom- 
biniert (1, 5, 10, 20 » Fe,(SO,), bzw. ZnSO,). Die Versuchsanordnung ergibt sich 
aus Tab. 8. Je Versuch wurden 25 Durchschnittswerte aus je 6 verschiedenen Kul- 
turen ermittelt (Trockengewicht, Riboflavingehalt, Restglucose). Vorversuche zu 
diesem Schachbrettversuch zeigten, daB die ausgepragte Wirkung von Fe und Zn 
innerhalb dieser Grenzen zu erwarten ist. 

Vom Riboflavingehalt, der fluorimetrisch bestimmt wurde, interessierten uns die 
Absolutwerte, d.h. die Menge des je cm* Kulturlésung gebildeten Riboflavins. Im 
nachsten Kapitel, in dem wir uns eingehend mit der Wirkung von Fe auf die Bio- 
synthese dieses Vitamins befassen, werden wir sehen, da Absolutwerte zu falschen 
Schliissen iiber die Synthesefahigkeit eines Organismus verleiten. 


Nach Tanner ist die Riboflavinbildung bei diesem Organismus von Fe 
abhangig, das in der Gré8enordnung von 0,5—1,5 y FeCl;/100 em? Nahr- 
lésung férdernd wirkt, wahrend héhere Dosen hemmen. Fir uns ergab 
sich nun die Frage, ob Fe-Ionen auch mit Zn zusammen, das allein fir 
die Synthese verantwortlich zu sein scheint, in klemen Quantitaten die 
Riboflavinbildung positiv beeinflussen oder ob Fe-Jonen schon in 
kleinsten Dosen hemmend wirken. Dieser Versuch wurde dreimal wieder- 
holt. Die Abb. 4—6 zeigen in dreidimensionaler Darstellung die Wirkung 
der Kombination dieser beiden Spurenelemente auf Wachstum, Ribo- 
flavinbildung und Glucoseverbrauch. 
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Abb. 5. EinfluB von Eisen und Zink in Kombination auf das Wachstum 
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Die Kurven von Trockengewicht und Glucoseverbrauch verlaufen, 
wie erwartet, parallel. Fiir maximales Wachstum und maximalen Glu- 
coseverbrauch ist die Kombination dieser beiden Spurenelemente am 


3S cS 
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Abb. 6. Hinflu8 von Hisen und Zink in Kombination auf die Riboflavinsynthese 


gunstigsten. Daf} aber bei Gegenwart von Fe und Zn in der Nahrlésung 
ein sehr niedriger 6konomischer Koeffizient resultiert, zeigt uns erneut, 
daB die verbrauchte Glucose beztiglich Wachstum schlecht verwertet 
wird (vgl. Tab. 8). 


Tabelle 8. Abhdngigkett des konomischen Koeffizienten 
von Fe und Zn in Kombination 


20 0,11 0,20 0,12 0,12 0,13 
10 0,125 : 0,19 0,13 0,13 0,12 
y ZnSO, 5 0,135 0,19 0,17 0,14 0,13 
1 0,14 0,21 0,22 0,19 0,21 
0 0,16 0,27 0,28 0,29 0,27 


0 1 5 10 20 
y Fe,(SO,)s 


Der dkonomische Koeffizient sinkt mit zunehmender Zn-Menge bei 
jeder der getesteten Fe-Konzentrationen. Das beweist, dai Zn aktiv am 
Glucoseabbau teilnimmt und zwar vor allem dann, wenn Fe vorhanden 
ist, das allein schon wachstumsférdernd wirkt. Da die dkonomischen 
Koeffizienten mit zunehmender Zn-Konzentration kleiner werden, darf 
die Erhéhung des Trockengewichtes in Kulturen mit Fe und Zn kaum 
einer synergistischen Wirkung der beiden Spurenelemente zugeschrie- 
ben werden. Vielmehr scheint Zn so zu wirken, da’ es den Stoffwechsel 
stark aktiviert. Dieser intensivierte Stoffwechsel driickt sich aber nicht 


in Form eines entsprechenden Wachstums aus. 
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Der absolute Riboflavingehalt erreicht tatsichlich bei niederen Fe- 
Konzentrationen ein Maximum, sinkt aber bei 10 y Fe,(SO,)3 und mehr 
rapid ab. Aber auch in Kulturen mit sehr hohen Fe-Dosen kann durch Zn- 
Zugabe eine leichte Forderung der Riboflavinsynthese beobachtet werden. 

Die Wirkung der Fe/Zn-Kombination wurde durch Ravur fir 
Aspergillus niger beschrieben und spiter durch eine groBe Zahl von Ar- 
beiten bestatigt. Zwei davon sollen kurz erwahnt werden: 


NicHouas untersuchte 1952 den Spurenmetall-Bedarf dieses Pilzes und bestatigte 
die kombinierte Wirkung von Fe und Zn auf dessen Wachstum. Zudem konnte er 
beweisen, da auch Spuren von Cu, Mo und Mn zur Ernahrung dieses Ascomyceten 
notwendig sind. Die drei letzteren Metalle sind aber nicht essentiell, sondern wirken 
stimulierend. Der Beweis ist nicht erbracht, daB Ga, V oder Co fiir das Wachstum 
erforderlich sind. Es liegen aber Arbeiten iiber andere Mikroorganismen vor, in 
denen die Wirkung von Ga, V oder Co als Spurenelemente eindeutig erwiesen ist 
(Linty u. Barnett). NicHouas arbeitete mit Aspergillus Testmethoden aus, die 
vor allem dazu dienen sollen, den Schwermetallgehalt von Béden zu bestimmen. 

GorBacu u. Kocn (1955) stellten fest, daB beim gleichen Organismus die proteo- 
lytische Aktivitat durch kombinierte Zugabe von Fe, Zn und Mn sehr stark erhoht 
wird. Zn allein fordert das Wachstum dieses Organismus, zudem wurde eine erhéhte 
Saurebildung festgestellt, dagegen konnte in solchen Kulturen nie Proteinasen- 
Bildung beobachtet werden. In Kulturen mit anorganischer Stickstoffquelle ohne 
Spurenelemente wird bei sparlichem Wachstum auch keine Proteinase gebildet. 
Wird dieser Pilz in einer Nahrlésung mit anorganischer Stickstoffquelle (NH,),.SO, 
und einem bestimmten Gehalt an Zn, Fe, Cu und Mn geziichtet, so treten in der 
Kulturlésung und im Mycel betrichtliche Mengen Proteinasen auf. Hierzu sind Zn 
und Fe unbedingt notwendig, wihrend Cu und Mn stimulierend wirken. Im 
allgemeinen herrscht die Ansicht, daB fiir die Proteinase-Bildung EiweiB als Stick- 
stoffquelle in der Nahrlésung notwendig ist. Die Erscheinung, daB dieser Pilz mit 
einer anorganischen Stickstoffquelle und einer Kombination von zwei Spuren- 
elementen, nimlich Fe und Zn, erhebliche Mengen von scheinbar unbeniitzter 
Proteinase bildet, wird als ,,Shunt‘‘-Stoffwechsel bezeichnet. Die Merkmale eines 
, shunt*‘-Stoffwechsels bestehen darin, daB Substanzen (in unserem Falle Spuren- 
elemente) in starkem MaBe das Wachstum, aber auch den Stoffwechsel und den 
Ertrag an Stoffwechsel-Endprodukten beeinflussen, bzw. die Richtung des Stoff- 


wechselverlaufes andern kénnen. 

Auf unsere Versuche iibertragen will das heiBen, da8 durch Zusitze ; 
von Zn zur Nahrlésung bei C. Guilliermondii die typischen Merkmale 
eines ,,Shunt‘‘-Stoffwechsels auftreten. Zink lenkt den Stoffwechsel in 
eine andere Richtung und als Endprodukt wird eine groBe Menge von 
scheinbar tiberfliissigem Riboflavin gebildet. 

Vorerst interessierte uns der Einflu8 von Fe auf unseren Organismus, 
vor allem auf seine Fiahigkeit, Riboflavin zu bilden. Deshalb werden in 
einem nachsten Kapitel eine Anzahl Versuche besprochen, die zur naheren 
Abklirung der Wirkung dieses Spurenelementes durchgefithrt wurden. - 


5. Der Hinflup von Eisen auf die Biosynthese des Riboflavins 


Fe scheint fiir alle Mikroorganismen ein essentieller Mikronahrstoff zu 
sein. Vielfach zeigt aber Fe allein nur eine beschrankte Wirkung; erst in 
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Kombination mit anderen Spurenelementen tritt seine stark wachstums- 
fordernde Wirkung zutage. STEINBERG bestitigt dies durch Versuche mit 
Aspergillus niger. Im letzten Kapitel wurde dargelegt, daB auch bei 
CO. Guillermondii ihnliche Verhaltnisse vorliegen. Aus den letzten Jahren 
liegen relativ wenig Arbeiten vor, welche sich mit dem Einflu8 von Fe als 
Spurenelement auf pflanzliche Organismen abgeben. In Anbetracht der 
groBen Verbreitung von Fe-haltigen Fermenten (Katalase, Cytochrome, 
Cytochrom-Oxydasen) gilt der essentielle EinfluB von Fe als bewiesen. 
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Abb. 7. Wirkung von Eisen in Kulturen mit 20 y ZnSO, 


Die ersten Versuche iiber den Einflu8 von Fe-Ionen auf die Biosynthese des 
Riboflavins gehen auf Hicxny (1945) zuriick. Er arbeitete mit Clostridiwm aceto- 
butylicum und zeigte, daB Fe die Bildung dieses Vitamins hemmt. BURKHOLDER 
hatte 1943 bereits festgestellt, daB verschiedene Mengen von Inoculum keinen merk- 
lichen Einflu8 auf das Wachstum von C. Guwilliermondii ausiiben, daB aber die Ribo- 
flavinbildung bei einer starken Impfung gehemmt wird. Diese Hemmung, fiir die 
BurKHOLDER keine Erklarung fand, la8t sich vermutlich auf den HinfluB von Fe 
zurickfiihren. 1946 untersuchte Lrvrron an Clostridium acetobutylicum und Tan- 
NER an CO. Guilliermondit den Einflu8 von Fe. Beide bestatigten den hemmenden 
EinfluB dieses Schwermetalls in hohen Dosen, wobei OC. Gwilliermondii weit emp- 
findlicher ist. Bei beiden Organismen soll Fe in kleinen Mengen zur starken Synthese 
notwendig sein. OpaTa und Tomoyeno stellten 1952 den hemmenden Einflu8 von 
Fe’ und Fe’"’ bei Untersuchungen an Clostridiwm acetobutylicum sicher. LrEvrron 
postulierte, daB Fe nicht allein wirkt, sondern zusammen mit Wasserstoffperoxyd, 
wobei Fe nur als Katalysator wirken soll, wahrend die eigentliche Zerstérung des 
Riboflavins durch H,O, vollzogen wird. 

Um die Wirkung von Fe auf die Riboflavinsynthese bei C. Guillier- 
mondii genauer abzuklaren, wurden Kulturen mit 20y ZnSO, und wech- 
selnden Fe’’-Mengen untersucht. Als MaBstab diente der auf das Trok- 
kengewicht bezogene Riboflavingehalt (siehe Abb. 7). Aus diesem 
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Versuch geht hervor, daB der absolute Riboflavingehalt wohl bei einer 
Konzentration von 5 y Fe,(SO,)s und 20 y ZnSO, ein Maximum erreicht, 
daB® aber der auf das Trockengewicht bezogene (relative) Gehalt bei dieser 
Konzentration bereits stark reduziert ist. Daraus kann mit Sicherheit 
geschlossen werden, daB bei diesem Organismus die Riboflavinsynthese 
auch durch kleinste Fe-Mengen nicht geférdert wird. 

Ob Fe wirklich hemmend wirkt, ist aber mit diesem Versuch nicht 
bewiesen. Nach den bisherigen Resultaten vermuteten wir, da bei An- 
wesenheit von Fe in der Nahrlésung der Stoffwechsel des Organismus 
normal verlauft und nicht mehr Riboflavin als unbedingt notwendig ge- 
bildet wird; daB demgegeniiber Zn den Stoffwechsel so beeinfluBt, daB 
eine unnatiirlich hohe Riboflavinproduktion resultiert. Diese Beein- 
flussung und Anderung des Stoffwechsels ist ein Beispiel fiir einen 
, Shunt‘‘-Stoffwechsel mit Riboflavin als Endprodukt. Der Versuch gibt 
auch fiir die Behauptung von Lreviron (1946) keine Erklarung, daf bei 
Gegenwart von Fe Riboflavin durch H,O, zerstort werde. 


Tabelle 9. HinfluB von Eisen auf bereits gebildetes Riboflavin 
Die Werte wurden nach 4 Tagen bestimmt. Alle Nahrlésungen enthielten 20 y ZnSO, 


Nahrlésung 


b Trockengewicht Riboflavin Glucoseverbrauch | 6konomischer 
Zugabe von mg/Kultur y/em* mg/cm* Koeffizient 
Fe,(SO,)3 am 
— 20 17,5 | 8,1 0,09 
1. Kulturtag 128 1,5 30 0,17 
2. Kulturtag 142 6 30 | 0,19 
3. Kulturtag 90,6 10,5 22,25 / 0,16 


In einem weiteren Versuch ziichteten wir deshalb C. Guilliermondii in 
einer Nahrlésung mit optimalem Zn-Gehalt. Den Kulturen, bei 29° C auf 
der Schiittelmaschine geziichtet, wurden am 1., 2. oder 3. Kulturtag 
50 y Fe,(SO,), je Kultur zugefiigt, eine Menge also, die geniigt, um die 
Riboflavinbildung véllig zu unterdriicken. Wir wollten damit feststellen, 
ob durch Zusatz von Fe bereits gebildetes Riboflavin zerstért wird. Die 
Ergebnisse dieses Versuches sind in Tab. 9 wiedergegeben. Bei Zugabe 
von hohen Fe-Dosen zu Kulturen mit Zn, die bereits 1, 2 oder 3 Tage ge- 
wachsen sind, setzt plotzlich ein intensives Wachstum ein, welches von 
einem intensiven Glucoseverbrauch begleitet ist. Die 6konomischen 
Koeffizienten bleiben aber trotz des starken Wachstums niedrig, was 
wiederum zeigt, dafi die Glucose beziiglich Wachstum schlecht aus- 
geniitzt wird. Sobald eine hohe Fe’’-Menge zugesetzt wird, hért die durch 
Zn. bewirkte Riboflavinbildung auf. Das bereits ausgeschiedene Ribo- 
flavin wird aber nicht zerstdrt, sondern bleibt in der Nahrlésung. Es 
lieB sich papierchromatographisch eindeutig als solches identifizieren. 


~—— 
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Riboflavin scheint also das Endprodukt eines ,,Shunt‘‘-Stoffwechsels 
zu sein, der durch Zn ausgelést wird. Fe gewahrleistet einen normalen 
Stoffwechsel, bei dem wenig Riboflavin gebildet wird. Der stark erhdhte 
Glucoseverbrauch zeigt aber, daB der Einflu8 des Zn durch Fe nicht auf- 
gehoben wird; als Stoffwechsel-Endprodukt entsteht aber nicht mehr 
Riboflavin. Dem Eisen kann demzufolge eine doppelte Wirkung zu- 
geschrieben werden. Es ist fiir ein normales Wachstum notwendig, bei 
welchem sehr wenig Riboflavin gebildet wird. Es hemmt, oder besser 
gesagt, verunmoglicht in hohen Dosen die Riboflavinbildung bei Gegen- 
wart der dazu erforderlichen Zn-Mengen; es wirkt also als Antagonist 
von Zn beziiglich der Riboflavinsynthese. 

Da bei C. Guilliermondii schon vorhandenes Riboflavin durch Zugabe 
von Fe nicht zerstért wird, folgerten wir, daB der Mechanismus der 
Hemmung nicht gleich verlauft wie bei C. acetobutylicum. Bei identischem 
Verlauf sollte die Fe-Hemmung durch Katalase aufgehoben werden 
koénnen. Das Ergebnis unserer Versuche mit Katalase! lit sich fol- 
gendermafien zusammenfassen. Alle Kulturen enthielten 50y Fe,(SO,)s 
und 20y ZnSQ,. Die Katalase wurde den Kulturen nach dem Sterilisieren 
zugegeben (0,5 cm? der gewollten Konz. je Kultur). Nach 2 Tagen Wachs- 
tum wurden den Kulturen erneut 0,5 cm? sterile Katalaselosung der 
gleichen Konzentration zugesetzt, Glucoseverbrauch und Wachstum 
wurden durch Katalase nicht beeinflu8t, und diese hob in Konz. von 
10-2 bis 10-*§ den hemmenden EinfluB von Fe bei C. Guilliermondit nicht 
auf. Der Mechanismus der Fe-Hemmung auf die Biosynthese des Ribo- 
flavins verlauft also bei unserem Organismus anders als bei Clostridiwm 
acetobutylicum. 

ALBERT untersuchte 1953 die Komplexbildung natiirlicher Substanzen mit Spu- 
renelementen. Die strukturelle Ahnlichkeit einiger Purine, Pterine und Riboflavin 
mit 8-Hydroxychinolin gab Anlaf zu seinen Versuchen. 8-Hydroxychinolin geht 
mit Schwermetallen, vor allem mit Fe’ und Cu” folgende Bindungen ein: 
8-Hydroxychinolin verdankt seine Fahigkeit, Schwermetalle zu binden, einer ioni- 
sierbaren OH-Gruppe in 1,3-Stellung zu einem heterozyklischen N-Atom. Guanin, 


Pterine und Riboflavin haben eine ahnliche Konfiguration. ALBERT konnte be- 
weisen, daB diese Substanzen eine hohe Afinitaét zu Fe’ besitzen. 


Auf Grund dieser Ergebnisse vermuteten wir, dafi der Fe-Hemmung 
folgender Mechanismus zugrunde liegt: Fe-Ionen” gehen mit Vorstufen 
des Riboflavins, die diese Konfiguration zeigen, Komplexbindungen ein, 


1 Katalase-Praparat aus Rinderleber (Worthington Biochemical Sales Co., 
Freehold, N. J.), sterile waBrige Lésung mit etwa 10000 Katalaseeinheiten (nach 
Euler u. Josephson). Wirksamkeit gegeniiber H,O, zwischen py 3,5 und 10, sowie 
0 und 60° C und in Konzentrationen von 1:1000 bis 1:50000. 

2 Die Verwandlung von Fe zu Fe’: und umgekehrt diirfte fiir den Organismus 
kein Problem sein, da die Wirkungsweise einiger Fe-haltiger Fermente darauf 


beruhen. 
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so daB sie als gebundene Substanzen fiir den weiteren Verlauf der Syn- 
these ausfallen. Interessant ist, da ausgerechnet Purine eine dem 
8-Hydroxychinolin ahnliche Konfiguration haben. Fiir sie ist bei Ashbya 
gossypii bewiesen, da es sich um Vorstufen handelt, die direkt in das 
Riboflavinmolekiil eingebaut werden (McNvtT7). 


OH plant 
| 
AY AYN 4% 


| ier 


WAL SAA N\A 


6 Feo 
Wirku is t 
Sy toe Tata a wig ‘ 
/ 
WV \F 
OH 
ie és Prone 
N H,C— FONG EN 
Ae GD geamted okie cmmteies ee. 
| | ! NAN ANS TAN 
N as y NH, | 
pesibeen Ny CyH,0, 
Guanin Pterine Riboflavin 


Falls nun die Biosynthese bei C. Guilliermondii gleich verliuft wie bei 
Eremothecvcum und Ashbya und die Hemmung durch Fe-Ionen auf einer 
solchen Komplexbildung beruht, so sollte sie durch Zugabe von Purinen 
im UberschuB wenigstens zum Teil aufgehoben werden kénnen. 

Zu diesen Versuchen verwendeten wir folgende Priaparate (puriss. 
»Hluka‘‘): Adenin, Xanthin, Guanin, Adenosin, Harnsiure, d, l-Serin, 
1-Threonin, Uracil, Alloxan und ein fiinfmal umkristallisiertes Praparat | 
von. 1,2-Dimethyl-5-d, l-ribitylaminobenzol. Wir ziichteten den Organis- — 
mus in einer Nahrlésung mit 5y Fe,(SO,), je Kultur und setzten den 
Kulturen je 1000, 2500 oder 5000 y dieser Substanzen zu; nach 3 Tagen 
Wachstum bestimmten wir den Riboflavingehalt. 


Adenin, Xanthin, Guanin, Adenosin und Harnsiiure sind Purine, die alle als 
direkte Vorstufen in Frage kommen (MacLaren). Serin und Threonin sind die 
beiden Aminosiuren, die nach den Versuchen von GoopWIN u. PENDLINGTON die 
Riboflavinsynthese bei Hremothecium Ashbyii fordern. Uracil hemmt diese Syn- 
these nach MacLaren (Alloxan wurde gepriift, weil es allein und zusammen mit 
Ribityldimethylaminobenzol zur chemischen Riboflavinsynthese verwendet wer- 
den kann). 


1 Nach ALBERT: Biochemic. J. 54 (4) 646 (1943). 
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Keine dieser Substanzen zeigt unter den gewahlten Versuchsbedin- 
gungen eine enthemmende Wirkung. Es scheint, da sich die Biosynthese 
von Riboflavin bei C. Guilliermondii von jener bei Eremothecium und 
Ashbya unterscheidet. 

Um diese Frage genauer aufzuklaren, wurden die im vorhergehenden 
Versuch verwendeten Substanzen in denselben Konzentrationen in einer 
Nahrlésung ohne Spurenelemente und in einer solchen mit 20 y ZnSO, 
je Kultur getestet. Keine dieser Substanzen zeigte einen fordernden oder 
hemmenden EHinflu8 auf die Riboflavinbildung. Kurz zusammengefaBt 
wurden folgende Versuche durchgefiihrt: 

1. Nahrlésung ohne Spurenelemente + 1000, 2500 oder 5000 y der erw. Substan- 
zen: weder Férderung noch Hemmung. 

2. Nahrlésung + 5 y Fe,(SO,), + 1000, 2500 oder 5000 y der erw. Substanzen: 
weder Férderung noch Hemmung. 

3. Nahrlosung + 20y ZnSO, + 1000, 2500 oder 5000 y der erw. Substanzen: 
weder Férderung noch Hemmung. 


Aus diesen Versuchsergebnissen kann folgendes geschlossen werden: 
1. Die Biosynthese von Riboflavin verlauft bei C. Guilliermondii ahnlich 
wie bei Ashbya; eine der letzten Vorstufen diirften Purine sein. Die ge- 
wahlten Bedingungen sind aber fiir die Priifung von Vorstufen ungiinstig 
und zeigen deshalb keine Unterschiede. Es ware moglich, daB bei 
C. Guilliermondu nicht Purine, sondern eine unbekannte Substanz, die 
mit Purinen zusammen Riboflavin bildet, den limitierenden Faktor dar- 
stellt. — 2. Die Biosynthese von Riboflavin bei C. Guilliermondwi geht 
einen andern, noch unbekannten Weg, fiir den Zn als Spurenelement not- 
wendig ist. Diese Vermutung scheint uns die wahrscheinlichste zu sein.— 
3. Die Vorstufen der chemischen Synthese sind unwirksam. 

Zusammenfassend 1aiBt sich ttber die Versuche in diesem Kapitel fol- 
gendes sagen: Fe bewirkt bei C. Guilliermondw ein starkes, normales 
Wachstum. Als normal bezeichnen wir in diesem Falle die Tatsache, daB 
keine unphysiologischen Riboflavin-Mengen gebildet werden. Fe ver- 
hindert oder hemmt die Riboflavinsynthese in Kulturen mit optimaler 
Zn-Konzentration. Der Mechanismus der Fe-Hemmung konnte nicht 
aufgeklart werden. Sicher ist, daf er nicht auf einer rein katalytischen 
Wirkung beruht, bei welcher H,O, der aktive Teil ist. Unsere Versuche 
scheinen auch zu beweisen, daB® die Fe-Hemmung nicht durch Komplex- 
bildung mit vermutlichen Vorstufen zustande kommt und daf der Nahr- 
lésung zugesetzte Purine vom Organismus nicht zum direkten Aufbau 
von Riboflavin verwendet werden kénnen. 

Die Aufklairung dieses Mechanismus erfordert genaue Kenntnisse tiber 
den durch Zn hervorgerufenen ,,Shunt‘‘-Stoffwechsel. Dazu gehoren auch 
Untersuchungen iiber die Verwendung der verbrauchten Glucose. N ach 
dem niederen dkonomischen Koeffizienten zu schlieBen, nimmt sie nicht 
nur allein am Wachstum des Organismus teil. 
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6. Die Wirkung von Zink als Spurenelement 
bet Candida Guilliermondit 


Die Untersuchungen von Zn als Spurenelement gehen auf die schon mehrmals 
erwahnten bahnbrechenden Arbeiten von RAULIN zuriick. Porezs (1932) zeigte als 
erster die Steigerung des Glucoseverbrauches durch Zn bei Aspergillus niger, bei 
welchem Zn auch eine Mehrproduktion an Zitronensiure bewirkt. Die Arbeit von 
Gorpacu u. Kocu iiber die von Fe und Zn abhangige Steigerung der proteoly- 
tischen Aktivitit ist schon friiher besprochen worden. 
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Abb. 8. EinfluB von 8 Spurenelementen auf die Riboflavinsynthese 
in einer Nahrlésung mit 5 y Fe,(SO,); je Kultur 


Auch fiir Zn sind einige Fermentsysteme bekannt, die auf dieses Spurenelement 
angewiesen sind: Carbonsiure-Anhydratase, ein Ferment, das den Abbau von Car- 
bonsiuren zu Kohlendioxyd und Wasser katalysiert, enthalt Zn. Neuere Arbeiten 
von VALLEE (1955) beweisen, da Hefe-Alkohol-Dehydrogenase (ADH) ein Metall- 
enzym ist, das 4 Mol Zn enthalt, die fest an ein Proteinmolekiil gebunden sind. Die 
Aktivitaét dieses Enzyms ist direkt von Zn abhingig. Seine katalytische Wirkung 
kann durch Dithizon und 8-Hydroxychinolin oder andere metallkomplexbildende 
Reagentien reversibel gehemmt werden. Derselbe Forscher untersuchte auch kri- 
stalline Carboxypeptidasen aus Pankreas. Dieses Ferment ist ebenfalls ein Metall- 
enzym, das ein Zn-Atom je Protein-Molekiil enthalt. Durch Dithizon und 8-Hy- 
droxychinolin kann auch die Carboxypeptidase reversibel gehemmt werden. 

ForsTER u. WAKSMAN (1939) untersuchten die Fumarsdureproduktion aus Glu- 
cose bei Rhizopus nigricans. Sie ist abhingig vom Zn-Gehalt der Nahrlésung. 
Niedrige Konzentrationen bewirken eine starke Fumarsadureproduktion, hohe da- 
gegen fordern das Wachstum, vermindern aber die Saureproduktion. ForsTar 
u. WAKSMAN vermuten, dai Zn bei diesem Organismus eine wichtige Rolle beim 
Glucoseverbrauch spielt. Die Oxydationsvorginge im Stoffwechsel scheinen mit 


Zn wesentlich geférdert zu werden. 

Kin erster Versuch sollte aufkliren, ob bei einer die maximale absolute 
Riboflavinbildung gewahrleistenden Fe-Konzentration wirklich nur Zn 
fordernd wirkt oder ob diese Synthese bei unseren Versuchsbedingungen 
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noch durch weitere Spurenelemente beinflu8t wird. Zu diesem Zweck 
wurden nochmals 8 Spurenelemente in einer Nahrlésung getestet, die je 
Kultur 5 y Fe,(SO,), enthielt. Neben Riboflavingehalt, Trockengewicht 
und Restglucose-Menge wurde auch der py-Wert gemessen, da wir ver- 
muteten, auf diese Weise etwas Naheres iiber die Zn-Wirkung zu er- 
fahren. Die Versuchsresultate (siehe Abb. 8) bestitigen erneut, 1. daB Zn 
fiir eine starke Riboflavinsynthese unentbehrlich ist, 2. daB Co diese 
Synthese ebenfalls, aber in geringerem Ausmafe als Zn, beeinflu8t und 
3.da8 Fe und Zn in Kombination das Wachstum und vor allem den 
Glucoseverbrauch stark férdern. — Neu ist starke Saurebildung in 
Kulturen mit Zn. 


Tabelle 10. Zugabe von 20 y ZnSO, nach dem 1., 2. oder 3. Kulturtag 
zu emer Ndhrlésung mit 5 y Fe.(SO,),. (Kulturdauer 4 Tage) 


Wahrlosung Trockengewicht Riboflavin BSS eae PH 
mg/Kultur y/em® mg/em® 
5 y Fe,(SO,); 61,5 0,5 7,8 5,7 
5 y Fe,(SO,), + 20 y ZnSO,, 
zugesetzt nach dem | 
1. Kulturtag 131 35 30 4,3 
2. Kulturtag 112,5 28 29 3,3 
3. Kulturtag 79 15 21,5 3,3 


In einem nachsten Versuch setzten wir einer Nahrlosung mit 5 y 
Fe,(SO,); nach 1, 2 oder 3 Kulturtagen eine optimale Zn-Menge zu. 
Tab. 10 zeigt, da8 der auf einer Nahrlésung mit Fe wachsende Organis- 
mus mit der Riboflavinbildung beginnt, sobald Zn zugesetzt wird. Gleich- 
zeitig beginnt ein starkes Wachstum und die erwartete Steigerung des 
Glucoseverbrauches. Erstaunlich ist das Absinken des py-Wertes in Kul- 
turen mit Zn. Der Ausgangs-py- Wert der sterilisierten Nahrlésung betrug 
6,5. Unerwartet steigt aber der py-Wert bei Kulturen, die drei Tage mit 
optimaler Zn-Konzentration wuchsen, wieder auf 4,3. Daraus ist zu 
schlieBen, da8 Zn den Organismus zu einer starken Saéurebildung anregt, 
da8 aber der Sauregehalt der Kulturlésung mit langerer Kulturdauer 
wieder abnimmt. Die Abnahme scheint im engen Zusammenhang mit 
der intensiven Riboflavinbildung wahrend dieser Periode zu stehen. Zeit- 
versuche mit verschiedenen Spurenelement-Kombinationen, die im 
nachsten Kapitel besprochen werden, bestatigen unsere Annahme. 

Um weitere Einzelheiten iiber die quantitative Wirkung von Zn zu 
erfahren, untersuchten wir verschiedene Konzentrationen dieses Spuren- 
elementes in einer Nahrlésung mit 5y Fe,(SO,); je Kultur. Dabei 
wurden Kulturen nach 2, 3, 4 oder 6 Kulturtagen auf Riboflavingehalt 
und Glucoseverbrauch untersucht. Aus den Versuchsresultaten, die in 
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Tab. 11 wiedergegeben sind, lift sich die férdernde Wirkung von Zn auf 
die Riboflavinbildung und den Glucoseverbrauch gut verfolgen. Das ge- 
bildete Riboflavin ist in den Kulturen dank der intensiven Gelbfarbung 
visuell gut festzustellen, da schon kleinste Zn-Mengen diese Farbung ver- 
ursachen. Noch eindriicklicher sieht man den unterschiedlichen Ribo- 
flavingehalt der einzelnen Kulturen unter der Fluorescenzlampe. 


Tabelle 11. Riboflavinbildung bei konstanter Menge Fes(SO,); (5 y je Kultur) 
und verschiedenen Konzentrationen von ZnSO,. (Durchschnitt aus 6 Kulturen) 


2. Tag 3. Tag 4. Tag 6. Tag 
a b ect e Pe ae ecu ib 
Kontrolle* 0,1 1,4 0,3 5 0,8 6,5 1 11,25 
K+1y ZnSO, 1,5 3,5 6 9,4 8 15:3 /ea10 26,8 
K+5 y ZnSO, 2,5 4 20 14,1} 30 28 45 30 
K + 10 y ZnSO, 3 4 25 1853+) 35 30 45 30 
K + 20 y ZnSO, 5 4,7 25 22,2| 40 30 50 30 


* Unter ,,Kontrolle“‘ versteht man die mit 8-Hydroxychinolin und Dithizon 
ausgeschiittelte Nahrlésung + 5 y Fe,(SO,), je Kultur. 
a Riboflavin (y/em’). b Glucoseverbrauch (mg/cm%). 


In Gegenwart von geringsten ZnSO,-Konzentrationen setzt auch be- 
reits eine merkliche und statistisch einwandfrei beweisbare Férderung 
des Glucoseverbrauches ein. Mit 10 und 20 y ZnSO, je Kultur ist am 
4, Kulturtag schon alle Glucose verbraucht; in Kulturen mit Fe hingegen 
erst etwa 1/;. DaB das Wachstum nicht entsprechend zunimmt und daf 
der dkonomische Koeffizient mit der Erhéhung der Zn-Konzentration 
abnimmt, haben wir an einer Reihe von besprochenen Versuchen mehr- 
mals festgestellt. Die fiir die Riboflavinbildung optimale Zn-Konzen- 
tration liegt bei 20y ZnSO, je Kultur. Aber schon 5 y ZnSO, haben am 
3. Kulturtag, verglichen mit Kontrollkulturen nur mit Fe, eine 66fache 
Forderung bewirkt. 

AbschlieBend 1a8t sich tiber die Wirkung von Zn auf C. Guilliermondii 
folgendes sagen: Zn-Spuren sind fiir die Riboflavinsynthese unbedingt 
notwendig. Zn kann fiir die unphysiologisch hohe Riboflavinsynthese 
verantwortlich gemacht werden. Das Spurenelement dndert bei diesem 
Pilz den Stoffwechsel. Die Anderung bewirkt, da8 in Kulturen mit Zn 
und Fe ein intensiver Glucoseverbrauch einsetzt. Ferner entsteht beim 
geanderten Stoffwechsel als Endpunkt eine groBe Menge Riboflavin. — 
Durch hohe Fe-Konzentrationen wird die Zn-Wirkung auf den Stoff- 
wechsel nicht aufgehoben, aber die Riboflavinsynthese gehemmt. — 
Zn allein ist ohne EKinflu8 auf das Wachstum des Organismus. 

Aus diesen Resultaten schlieBen wir, daB Zn als Coenzym oder in 
engem Zusammenhang mit Fermenten aktiv am Kohlenhydratstoff- 
wechsel teilnehmen diirfte, und zwar an einer Stufe, die durch ein oder 
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mehrere Fe-enthaltende Metallenzyme vorbereitet wird. Diese Ansicht 
wird durch die starke Steigerung des Glucoseverbrauches und durch die 
Sadurebildung, welche mit der Riboflavinsynthese in engem Zusammen- 
hang zu stehen scheint, bekraftigt. Da Zn die Riboflavinbildung, ver- 
glichen mit spurenelementfreien Kontrollkulturen, auch in Kulturen 
ohne Fe fordert, vermuten wir, daB bei C. Guilliermondii diesem Schwer- 
metall eine doppelte Wirkungsweise zukommt. Erstens férdert es, zu- 
sammen mit Fe, Wachstum und Glucoseverbrauch, und zweitens ist Zn 
fiir die Riboflavinsynthese unbedingt notwendig. Das wiirde bedeuten, 
daB C. Guilkermondii spezielle Enzymsysteme besitzt, die fiir die Ribo- 
flavinproduktion verantwortlich sind. Sie waren von Zn abhangig und 
nicht identisch mit den Enzymsystemen, die Wachstum und Glucose- 
verbrauch katalysieren und die durch Fe und Zn aktiviert werden. Dieses 
Problem ist im letzten Kapitel anlaBlich der Untersuchung einer Anzahl 
Candida-Arten naher behandelt. 


Tabelle 12. Wachstum, Riboflavinbildung, Glucoseverbrauch und py-Wert 
in Abhdngigkeit von der Zeit 


2. Tag 3. Tag 
Ta | RB GY \ epee | oe fou Ov. | ps 
Ohne Spurenelemente dvipoulee 4 4,4 20 2 4,25| 4,4 
20 y ZnSO, 13 5,5 2,4 2,9 iy 14 5,8 3,0 
20 y Fe,(SO,)3 45 0,05| 2,7 5,5 58,5| 0,1 Silay Buy 
5 y Fe,(8O,)3 + 20 y 
ZnSO, 42 9 6,4 2,9 80 27.58) 2235 2,9 
4. Tag 6. Tag 
Ohne Spurenelemente | 26 4 Boi, 402 | 27 SLOT e Gab vee 
20 y ZnSO, 20 1755 Oy | 2,8 D2 yoo 9,75| 3,0 
20 y Fe,(SO,)? 70 0,5 1353 5,6 85 1 26,1 (7) 
5 y Fe,(SO,)3 + 20 y 
ZnSO, 105 35 30 4,3 | 120 50 30 555 


TG ‘Trockengewicht, mg/Kultur 
R_ Riboflavingehalt, y/cm? 
GV_ Glucoseverbrauch, mg/cm?. 


7. Zeitversuche 

Die wichtigsten Ergebnisse der vorhergehenden Versuche sollen an 
Hand eines Zeitversuches bestatigt und erhartet werden, wozu folgende 
Versuchsanordnung gewahlt wurde: 1. Nahrlésung ohne Spurenelemente ; 
2. Nahrlésung mit 20y ZnSO,; 3. Nahrlésung mit 20y Fe,(SO,)3; 
4, Nahrlésung mit 5 y Fe,(SO,); + 20 y ZnSO,. Wir bestimmten Trocken- 
gewicht, Riboflavingehalt der Kulturlosung, Restglucosegehalt und pr- 
Wert nach dem 2., 3., 4. und 6. Kulturtage. Die Ergebnisse zeigt Tab. 12. 

Nach dem Impfen braucht der Organismus eine Latenzzeit von etwa 
18 Std. Nach 24 Std ist das Wachstum noch sehr sparlich und in den 
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Kulturen erst eine leichte Triibung festzustellen; das Trockengewicht 
schwankt stark und liegt fiir alle 4 Serien in der GréSenordnung von 
1—4 mg/Kultur. Am ersten Kulturtag konnte mit der fluorimetrischen 
Bestimmungsmethode noch kein Riboflavin festgestellt werden. Glucose- 
gehalt und px-Wert sind nach 24 Std noch unverdndert. Nach dem ersten 
Tag setzt dann ein intensives Wachstum ein, d. h. die Hefezellen ver- 
mehren sich durch intensive Sprossung. Aus diesen Griinden wurde mit 
den oben erwahnten Bestimmungen erst nach dem 2. Tag begonnen. Eine 
Reihe Vorversuche haben gezeigt, da etwa 2 Tage nach dem vollstéan- 
digen Verbrauch der Glucose keine Anderung von Trockengewicht und 
Riboflavingehalt zu erwarten ist. 


An dieser Versuchsanordnung kann kritisiert werden, daB fiir jeden Tag neue 
Kulturen getestet wurden. Die wiedergegebenen Resultate sind aber Durchschnitts- 
werte-aus zahlreichen Einzelkulturen und diirften deshalb den zeitlichen Vorgangen 
einer EKinzelkultur entsprechen. 


Wachstum, Riboflavinbildung und Glucoseverbrauch in Funktion der 
Zeit entsprechen vollkommen den Erwartungen und brauchen nicht mehr 
diskutiert zu werden. Dagegen sind die pq-Anderungen im Verlaufe der 
6 Tage interessant. Die Saéurebildung ist deutlich von ZnSO, abhangig. 
Kulturen mit Fe allein erreichen trotz starkem Wachstum und inten- 
sivem Glucoseverbrauch nie einen tiefen pq-Wert. Der pq-Wert von 
Kulturen mit Zn und Zn/Fe kombiniert fallt innerhalb von 3 Tagen 
von 6,5 auf 2,9. Der pp-Wert von Kulturen mit Zn allein bleibt auf 2,9; 
dagegen steigt er in Kulturen mit der Kombination der beiden Spuren- 
elemente bis zum 6. Kulturtag wieder auf 5,5. Mit diesem Anstieg geht eine 
intensive Riboflavinbildung parallel. Ob Beziehungen bestehen zwischen 
Riboflavinbildung und py-Anstieg, geht aus diesem Versuch nicht hervor. 
Da aber auch in Kulturen mit Zn allein eine langsame Steigerung der 
Riboflavinsynthese stattfindet, scheint dies nicht der Fall zu sein. Der 
pu-Wert von Kulturen ohne Spurenelemente strebt langsam jenem von 
Kulturen mit Zn entgegen. Das diirfte daher riihren, daB wahrend der 
langen Kulturdauer Spuren von Zn aus dem Glas in die Nahrlésung | 
gelangen, was auch durch das Ansteigen des Riboflavingehaltes dieser 
Kulturen bestatigt wird. In Abb. 9 sind die Resultate der kombinierten 
Fe- und Zn-Wirkung in Funktion der Zeit zusammengefaBt. 

Levine hat 1947 bei seinen Untersuchungen tiber Riboflavinbildung bei C. GQuil- 
liermondii eine genau entsprechende Zeitkurve veréffentlicht. Bei Vergleich mit 


seiner graphischen Darstellung mu8 angenommen werden, daB in seiner Nahr- 
losung geniigend Zn als Verunreinigung vorhanden war, um eine intensive Ribo- 


flavinbildung auszulésen. 

Wachstum und Riboflavinbildung verlaufen parallel, ebenso der 
Glucoseverbrauch. Am 4. Kulturtag ist alle vorhandene Glucose ver- 
braucht. Riboflavingehalt und Trockengewicht nehmen aber noch bis 


Die Biosynthese des Riboflavins 247 


zum 6. Kulturtag zu. Der mit dem Glucoseverbrauch sinkende pu- Wert 
steigt vom 4. Kulturtag wieder an. Aus der graphischen Darstellung kann 
ebenfalls vermutet werden, da dem Zn bei diesem Organismus eine 
doppelte Funktion zukommt. Die Riboflavinsynthese scheint mit Wachs- 
tum, Glucoseverbrauch und pu-Anderung nur indirekt zusammenzuhan- 
gen. Das wiirde also hei®en, daf dieser Organismus ein spezielles Enzym- 
system besitzt, das fiir die Uberproduktion an Riboflavin verantwort- 
lich ist und durch Zn aktiviert wird. Daneben nimmt Zn aktiv am Abbau 


Abb. 9. Zeitversuch. o——o Trockengewicht mg/Kultur; o— -—-—o Glucoseverbrauch mg/cm‘; 
O------- © Riboflavin y/em ; 0— — —o py-Werte der Kulturlésung 


der Glucose teil. Die Kurven von Glucoseverbrauch, Trockengewicht 
und pu-Wert fiihren zu folgenden Uberlegungen: 

Die Dissimilationsvorgange der heterotrophen Bakterien und Pilze, die 
als Garungen bezeichnet werden, sind gut untersucht und in vielen Fallen 
als Abbau der Glucose bis zur Brenztraubenséure bekannt. Wenn Sauer- 
stoff fiir diese Garungen notwendig oder forderlich ist, spricht man von 
Oxydationsgirungen. Entstehen als Endprodukte der Dissimilations- 
vorginge nur CO, und H,O, so spricht man von Atmung. Bei den 
Garungen entstehen als Endprodukte organische Substanzen wie Alkohol 
oder organische Saéuren. Die Brenztraubensaure nimmt bei Dissimilations- 
vorgaingen von heterotrophen Organismen eine zentrale Stellung ein. 
Einerseits ist sie ein wichtiges Zwischenprodukt der Garungen, ander- 
seits dient sie als Ausgangsprodukt des parallel zu den Garungen ver- 
laufenden Atmungscyclus. Da sich die Atmungsvorgange zwischen einer 
Reihe von Carbonsauren abspielen, spricht man von einem Sdurecyclus, 
der vielfach auch als Citronensiure- oder Kress-Cyclus bezeichnet 
wird (siehe Kress 1943). 
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Fiir C. Quilliermondii 14Bt sich nun folgendes vermuten: Die Glucose 
wird in Gegenwart von Fe und Zn rasch zu bestimmten Sauren des 
Kreps-Cyclus abgebaut. Diese Séuren werden in die Kulturlosung aus- 
geschieden und verursachen das starke Absinken des py-Wertes. Wenn 
alle Glucose verbraucht ist, werden diese Séuren vom Organismus wieder 
aufgenommen und weiterveratmet. Damit lieBe sich auch der spatere — 
pu-Anstieg erklaren. Dieser intensive Stoffwechsel ware eine direkte Folge 
von Zn. Mit Fe allein wachst der Organismus normal, d.h. ohne tibermaBige 
Saureproduktion und mit einem langsamen, steten Glucoseverbrauch. 

In der amerikanischen Literatur wird die itibermaBige Riboflavinbil- 
dung als ,,Fermentation“, bezeichnet. In unserem Fall ware Riboflavin 
das Endprodukt eines zwischengeschalteten Stoffwechsels, der durch 
Zn ausgelést wird. Dies sind die Merkmale eines ,,Shunt*‘-Stoffwechsels. 
Die zum Riboflavin fiihrende ,,Fermentation‘‘ staénde also nicht im 
direkten Zusammenhang mit dem ibrigen Stoffwechsel des Organismus. 
Beide Vorgiénge werden aber durch Zn stark aktiviert, so daB diesem 
Spurenelement die schon erwaihnte Doppelfunktion zukaéme. 

Die genaue Aufklérung der Wirkung von Fe und Zn, sowie der Zusam- 
menhang zwischen Wachstum, Glucoseverbrauch und Saurebildung 
einerseits und der Riboflavinsynthese anderseits, diirfte ein lohnendes 
Thema fiir zukiinftige Untersuchungen sein. 

Ein anderes Problem, das in diesem Zusammenhang aktuell wird, ist 
die Frage, wo Riboflavin gebildet und in welcher Form es ausgeschieden 
wird. Von Eremothecium Ashbyii weif man seit den Arbeiten von 
GUILLIERMOND, FonTAINE u. RaFry, daB dieses Vitamin in den Hyphen 
auskristallisieren kann, also ganz sicher endogen gebildet wird, als 
ganzes Molekiil permeiert und in die Kulturlésung ausgeschieden wird. 
Dasselbe vermuteten wir fiir C. Guilliermondii, doch sind die Unter- 
suchungen bei diesem Organismus viel schwieriger. Unter dem Fluores- 
cenzmikroskop konnte Riboflavin im Innern der Hefezellen nicht eindeu- 
tig festgestellt werden. Es ist allerdings in Betracht zu ziehen, daB die 
Zellen sehr klein sind. Nach 3 tigigem Wachstum in einer optimalenNahr- | 
lésung sind die Zellen rund oder kurz-oval in der GréBenordnung von 
(2—5) x (8—6) w, d.h. nicht viel gréBer als Anthrax-Bacillen. Die Lei- 
stungsfahigkeit des Fluorescenzmikroskopes ist vermutlich zu klein, um 
genau aufzuklaren, ob in diesen Zellen noch Riboflavin vorhanden ist. 
Zudem kénnen andere Substanzen, wie z. B. Polysaccharide usw., die 
Riboflavinfluorescenz tiberdecken. 


Zur Extraktion des Riboflavins aus den Zellen verwendeten wir 30 Kulturen, die 
4 Tage in einer fiir die Riboflavinsynthese optimalen Nahrlésung wuchsen. Nach 
Abzentrifugieren und mehrmaligem Auswaschen wurden die Kulturen der Gefrier- 
trocknung unterworfen. Darauf wurde die Trockenmasse in einer Kugelmiihle zer- 
rieben und fein pulverisiert. Das Trockengewicht der 30 Kulturen betrug nach der 
Gefriertrocknung 3120 mg, resp. durchschnittlich 104 mg/Kultur. Aus der Trocken- 
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masse von je 10 Kulturen wurde das Riboflavin mit 50 cm? Wasser und 50 cm? 
0,1 n Salzsiure extrahiert. Eine fluorimetrische Riboflavinbestimmung in den 
Extrakten kam nicht in Frage, weil zuviele stérende Substanzen mit extrahiert 
wurden. Der Riboflavingehalt wurde deshalb mikrobiologisch bestimmt. Der HCI- 
Extrakt wurde vor dem Test mit NaOH neutralisiert und der dabei entstehende 
flockige Niederschlag abfiltriert. 


Im H,0-Extrakt konnten 800 my/cm? und im HCl-Extrakt 1000 my 
Riboflavin/cm? nachgewiesen werden. Aus den nachstehend zusammen- 
gestellten Versuchsergebnissen (Versuchsdauer 4 Tage) geht hervor, daB 
auch bei C. Guillermondit Riboflavin endogen gebildet und dann in freier 
Form in die Kulturlésung ausgeschieden wird. 


BEE Gon ae i ree et in 
mg/Kultur mg/cm? y/em? |y/104 mg TG 
Nahrlésung mit 
5 y Fe,(SO,), + 20 y ZnSO,| 104 | 3,7 | 30 | 35 | 5 


Da alle drei Organismen, die Riboflavin im UberschuB8 bilden, Biotin- 
auxo-heterotroph sind, erhebt sich die Frage, ob Biotin einen direkten 
EinfluB auf die Riboflavinsynthese austibt. Der Biotin-Bedarf scheint in 
keinem direkten Zusammenhang mit der Riboflavinsynthese zu stehen. 
Sobald geniigend Biotin fiir ein normales Wachstum vorhanden ist, setzt 
eine intensive Riboflavinbildung ein, vorausgesetzt, daB die Nahrlosung 
eine giinstige Konzentration von Zn und Fe enthailt. 


8. Untersuchung von 10 Candida-Arten 


Die vorausgegangenen Untersuchungen haben gezeigt, daB CO. Guillier- 
mondit ein Biotin-auxo-heterotropher Pilz ist, der unter speziellen Kul- 
turbedingungen groBe Quantitaéten von Riboflavin bildet und dieses in 
freier Form in die Kulturlésung ausscheidet. Die Kulturbedingungen fiir 
diese Synthese wurden néher untersucht, wobei der starke Einflu8 von 
Fe und Zn als Spurenelemente auf den Stoffwechsel und die Riboflavin- 
bildung dieses Organismus sichergestellt werden konnte. 

Im Anschlu8 daran sollen nun Kulturbedingungen und Synthese- 
fahigkeit von 10 verschiedenen Candida-Arten genauer untersucht 
werden. Uns interessiert vor allem die Frage, ob die beiden Schwer- 
metalle zusammen bei allen Arten einen Einflu8 auf Wachstum und Glu- 
coseverbrauch haben, und ob die Riboflavinsynthese in direktem Zu- 
sammenhang mit dem gesteigerten Stoffwechsel steht. Zudem erwarteten 
wir eine Aufklarung der Frage, ob C. Guilliermondii fir die Uberproduk- 
tion an Riboflavin spezielle Fermentsysteme besitzt, die fiir ihre Wirk- 
samkeit auf Zn angewiesen sind, oder ob Zn bei allen Candida-Arten eine 
gesteigerte Produktion dieses Vitamins bewirkt. 
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Fiir unsere Versuche wurden folgende Candida-Arten verwendet: C. Guillier- 
mondii (A. Cast), Langeron und Guerra; C. flareri (ATCC)1; C. parapsilopsis (Ashf), 
Langeron et Talic; C. tropicalis (A. Cast), Berkhout; CO. albicans (Robin), Berkhout; 
C. pulcherrima (Lindner), Windisch, C. lipolytica (Harrison), nov. comb., C. humi- 
cola (Daszewska), nov. comb.; C. pelliculosa Red.; C. Guilliermondit (A. Cast), Lan- 
geron und Guerra, var. nitratophila nov. var. 

Die Benennung der Arten erfolgte nach der Monographie von DippENs u. LODDER 
,,Die Hefesammlung des Centraalbureau voor Schimmelcultures“, I. Teil: Die 
anaskosporogenen Hefen (zweite Halfte). Mit Ausnahme von C. flareri, welcher von 
der American Type Culture Collection, Washington, bezogen wurde, stammen samt- 
liche untersuchten Arten aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures in Baarn, 
Holland (CBS) oder wurden in der Hefeabteilung des Laboratoriums voor Mikro- 
biologie in Delft, Holland, bestimmt. 

C. flareri wurde 1949 von LnvineE untersucht und als starker Riboflavinbildner 
beschrieben. Die systematische Stellung dieser Art ist in der Literatur noch unklar. 
Dippens u. Lopper betrachten C. flarert als identisch mit C. intermedia, doch 
bildete letztere nach ScHoprErR (1944) wenig Riboflavin. 

Die morphologischen und physiologischen Unterschiede, soweit sie zur Charak- 
terisierung dieser Arten bendtigt werden, finden sich in der Monographie von 
Drippens u. Lopprr. Ebenso sind dort die verschiedenen Synonyme fiir die ein- 
zelnen Arten aufgefiihrt. 

ScHopFrer hat 1944 24 Candida-Arten auf ihre Syntheseverluste und ihre Fahig- 
keit, Riboflavin zu bilden, untersucht. Dabei stellte er fiir den menschenpathogenen 
C. albicans eine synthetische Nahrlésung her, die eine genaue Untersuchung des 
Erregers der Soor-Mykose erlaubte. Die Nahrlésung entspricht jener von C. Guil- 
liermondii. C. albicans ist in der Bakteriologie deshalb unbeliebt, weil der Organismus 
auf natiirlichen Substraten auBerordentlich rasch wachst, Penicillin-resistent ist 
und so vielfach die Untersuchung von andern pathogenen Keimen erschwert. 

Die Stickstoffassimilation ist ein physiologisches Unterscheidungsmerkmal, das 
Dippens u. Lopprr mit Hilfe der auxanographischen Methode verwenden und in 
ihrer Monographie beschreiben. 


Wir untersuchten zuerst nochmals den Wirkstoffbedarf und die 
Stickstoffassimilation dieser Arten. Zur Untersuchung dieser Kultur- 
bedingungen wurde eine von Spurenelementen befreite Nahrlésung ver- 
wendet, die je Kultur 20y ZnSO, und 20y Fe,(SO,), enthielt. Die 
Ergebnisse finden sich in Tab. 13. 

Sechs der untersuchten Arten sind Biotin-auxo-heterotroph, zwei 
Aneurin-auxo-heterotroph und zwei auxo-autotroph. Letztere sind fahig, © 
Nitrate zu assimilieren. Unsere Resultate decken sich mit jenen von 
ScHOPFER (1944) und BurkHonper (1943). Immerhin ist beizufiigen, 
dafi ScHoprEr eine Anzahl Candida-Arten gefunden hat, die neben 
Biotin als essentiellen, noch Aneurin als komplementaren Wachstums- — 
faktor verwenden kénnen. Seine Versuche sind damals in Standkulturen 
ohne Beriicksichtigung der Spurenelemente durchgefiihrt worden. 

C. Guilliermondii gehért nach ScHorrer zu den Organismen mit einer 
synergistischen Wirkung von Aneurin. Beim gleichen Organismus priif- 
ten wir Aneurin und Inosit als mutmafliche komplementiire Wachs- 


* ATCC = American Type Culture Collection (Washington). 
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Tabelle 13. Kulturbedingungen fiir 10 Candida-Arten 


N&ahrlésung mit Asparagin 
als N- Quelle NL + Biotin u. Aneurin 
Organismus 
ohne Vi- Biotin |Aneurin| Inosit KNO Harn- | Aspara- 
tamine |0,1y/K. | 10 y/K.|1 mg/K. i) stom.) gin 
C.Guilliermondtt .... . — + ai a 
Ost EE ROR PAIRS I ae fae — + ae a 
C. parapsilopsis . . . .. . — a ue a 
Wrivopicalisite “eRie th sys — ++ au = = As ae 
Re ULDICONS Meri sm, ceca is. ek — ae = 2 = aie a 
C. pulcherrima= 6. ss — SE — = = a a 
CAhumicola.. 2 2... ee — = =e —_ pi As a 
Ce tepOLYyliCa hs, eee) — — + 
Cx pelicilosay ee ee oh + + a aN ae 
C. Guilliermondit var. nitra- 
COPNAUG Bway Hele ee Bee = + — a + + + 


— kein Wachstum 
+ normales, starkes Wachstum 


tumsfaktoren. Bei unseren Kulturbedingungen [gereinigte Nahrlésung 
mit 5y Fe,(SO,); und 20y ZnSO, je Kultur, 3 Tage Wachstum auf 
Schiittelmaschine bei 29° C] konnte nie eine synergistische Wirkung von 
Aneurin oder Inosit gezeigt werden. Im Gegenteil, 10y und 100y 
Aneurin in Kulturen mit 0,1 y Biotin hemmten das Wachstum gegen- 
uber Kontrollkulturen mit nur Biotin ganz eindeutig. Weder Inosit, noch 
Aneurin haben irgendwelchen EinfluB auf die Riboflavinsynthese. Die 
Resultate dieses Versuches sind in Tab. 14 wiedergegeben, wobei die 
Einzelwerte der 10 untersuchten Kulturen aufgefihrt sind. 


Tabelle 14. Wirkung von Aneurin, Biotin und Inosit auf C. Guilliermondir 


Nahrldsung + 5 y Fe.(S$O,4)s Trockengewicht mg je Kultur 
+ 20 y ZnSO je Kultur 

Hinzelwerte Mittel 
+ 0,1 y Biotin/Kultur ... 88 85 92 84 88 86 79 86 91 82 | 86,1 
+ 0,1 y Biotin 
+10 y Aneurin/Kultur... 48 63 67 63 62 56 53 49 55 60 | 57,6 
+ 0,1 y Biotin 
+100 y Aneurin/Kultur .. 37 33 35 33 32 44 48 55 48 51 | 41,6 
+ 0,1 y Biotin 
--1 mg Inosit/Kultur.. . 70 80 95 72 72 84 82 79 86 82 | 80,2 
+ 0,1 y Biotin 
+10 mg Inosit/Kultur . . 85 90 83 92100 63 84 79 83 77 | 83,5 
+10 y Aneurin/Kultur.. . kein Wachstum — 
+1 mg Inosit/Kultur .. . kein Wachstum _— 


Fir die erwahnten 10 Candida-Arten wurde der Einflu8 von Fe und 
Jn einzeln und in Kombination geprift. Dabei verwendeten wir eine 


Nahrlésung mit Harnstoff als N- Quelle (auch fiir die beiden Organismen, 
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die NO,’ assimilieren kénnen) und die von den betreffenden Organismen 
verlangten Wachstumsfaktoren. Das Riboflavin wurde fluorimetrisch 
und zur Kontrolle auch mikrobiologisch bestimmt. Einzelne Organismen 
produzieren nur ganz geringe Riboflavinmengen; weniger als 100 my sind 
in den Tabellen als ,,Spuren® vermerkt. 

C. flareri wachst relativ langsam. Die Resultate entsprechen deshalb 
einer Kulturdauer von 5 Tagen. Alle andern Arten wuchsen 3 Tage auf 
der Schiittelmaschine bei 29° C. Die angegebenen Werte sind Durch- 
schnitte von 8—12 Einzelkulturen. Vgl. Tab. 15. 


Tabelle 15. EinfluB von Eisen und Zink auf 10 Candida-Arten 


Trockengewicht Glucoseverbrauch 
Organismen mg/Kultur mg/cm* 

a b c d a b c d 

O.Guilliermondii . .| 17,4 | 16,1 | 58,8 94 | 4,25 5,8 9,15| 30 
Ca Hamer tat. Menon tae 14 15,5 | 30 110 251 oa1 PA fo IB 5} 
C. parapsilopsis . . .| 45 42,5 | 65 121 | 3,7 6,2 5,8 | 29,5 

C. tropicalis .. . .| 33,3 | 28,5 | 58,6 | 122 4,7 13 5,2 | 30 
Calbicans, ies 36,3.) 31,4) pial 170 | 4,3 12,5 4,3 | 29,5 
C. pulcherrima. . . .| 17 16,9 | 32 78,5] 6,4 5,8 | 12,0 | 29,5 
C.humicola. ... . 51 25 86 178,5| 4,3 4,9 O31 29-5 

C. lipolytica . . . . | 26,3 | 29,8 | 69,8 | 172 4,8 5,1 9,2 | 30 
C. pelliculosa . . . .| 18,9 | 19,8 | 39 83,2] 2,7 5,8 4,3 | 24,8 

C. Guilliermondi var. 
mitratophila.. . . .| 17,2 | 21,3 | 21 | 141,4]| 2,9 / 5,6 4,0 | 30 
Riboflavin e 
Organismen y/em* es ase 

| a b c d a b c d 
O. Guilliermonditi . .|1—4 | 14 0,1 /10 4,3 2,9 5,6 2,9 
Gis OP ON RS Yeh oak ey bs 6 22 0,2 12 4,8 3.6 5,4 4,8 
C. parapsilopsis . . .| 1,5 | 12 | 355 BT 8.0 Bee at 
C. tropicalis + 0,25) + 0,15 5,2 2,8 6,4 3,8 
COGIDUCANS Matas + + + (Mer Pay 5 7 / a Hil eft 3,9 
C. pulcherrima. . . . + 0,25) =— 0,12 3,3 Sok 5h) 3,6 
C. humicola. .-.~. .|)~ 0,25) (0,25) 0)251 0525 6,0 3,8 6,6 3.9 
C.lupolytita* . + 0,1 = 0,4 3,7 3,3 3,6 ok 
C. pelliculosa “ti + + 4,0 | 2,9 | 4,75] 3,2 

C. Guilliermondii var. f 
nitratophila . +- 4. + | 0,25 3,5 | 3,0 5,8 3,4 


* Die Kulturen zeigen unter der UV-Lampe eine violette Fluorescenz. Erst nach 
dem Abzentrifugieren kommt in der Kulturlésung die gelbgriine Fluorescenz des 
Riboflavins zum Vorschein. 

a ohne Spurenelemente c¢ mit 20 y Fe,(SO,)s 


b mit 20 y ZnSO, d mit 20 y ZnSO, und 20 y Fe,(SO,), 
-+- Spuren von Riboflavin 
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Alle 10 Candida-Arten bendtigen Fe und Zn fiir ein kraftiges Wachs- 
tum. Parallel zum starken Wachstum geht ein intensiver Glucosever- 
brauch, der bei C. Guilliermondii naher untersucht wurde (siehe Kapitel 4 
und 5). Bei allen Organismen wird die Sdéurebildung durch Zn wesentlich 
gefordert. Fe allein hat auf das Wachstum einen leicht fordernden EinfluB. 

Drei Arten, C. Guilliermondii, C. flareri und C. parapsilopsis, produ- 
zieren mittlere Riboflavinmengen. Bei allen drei Organismen ist die 
Riboflavinsynthese von Zn abhangig und wird durch Fe gehemmt. Alle 
andern untersuchten Candida-Arten sind schwache Riboflavinbildner, 
immerhin konnten in allen Kulturlésungen mit mikrobiologischen 
Methoden kleine Mengen dieses Vitamins nachgewiesen werden. 

ScHopFer klassierte die Candida-Arten 1944 beziiglich Riboflavin- 
bildung wie folgt: starke Riboflavinbildung Typ (C. Guilliermondii; 
schwache Riboflavinbildung Typ C. parapsilopsis; keine Riboflavin- 
bildung Typ C. albicans, sowie eine Anzahl anderer Arten. Die damaligen 
Riboflavinbestimmungen konnten noch nicht mit dem empfindlichen 
mikrobiologischen Test durchgefiihrt werden. Im grofen und ganzen gilt 
diese Einteilung aber auch heute noch. 

Unsere Versuche zeigten, daB alle untersuchten Arten, auch C. albi- 
cans, mindestens kleine Mengen Riboflavin produzieren, daB es jedoch 
einige wenige Arten gibt, die durch intensive Riboflavinbildung auffallen. 
Besonderes Interesse verdient C. humicola, deren Wachstum durch Zn 
stark und statistisch einwandfrei nachweisbar gehemmt wird. Solche 
Kulturen bilden jedoch mehr Sdure als jene ohne Spurenelemente, was 
aus den unterschiedlichen py-Werten deutlich hervorgeht. Der Organis- 
mus diirfte sich mit C’. Guilliermondui zusammen am ehesten dazu eignen, 
die Zn-Wirkung eingehender zu untersuchen. 

Damit sind die friiheren Ergebnisse der Untersuchungen an C. Guallier- 
mondit erneut belegt. Die Hypothese, dai Zn im Stoffwechsel eines star- 
ken Riboflavinbildners eine doppelte Funktion austibt, wird damit eben- 
falls bestatigt. Alle Candida-Arten reagieren auf eine Kombination von 
Fe und Zn; Zn allein veranlaBt aber nur einige Arten zu einer tiber- 
mafigen Riboflavinproduktion. Daraus darf mit Sicherheit geschlossen 
werden, da8 Organismen mit ausgepragter Fahigkeit, Riboflavin zu bilden, 
Enzymsysteme besitzen, die fiir die Synthese dieses Vitamins notwendig 
sind. Sie werden durch Zn aktiviert und fehlen bei anderen Arten. 

ScHoprer (1939) weist bei seinen Untersuchungen tiber die Vitamin- 
bediirfnisse von Pilzen darauf hin, daB diese unabhangig von der syste- 
matischen Stellung der Mikroorganismen auftreten kénnen. So ist es 
méglich, da zwei einander nahe verwandte Organismen in bezug auf ihre 
Synthesefahigkeiten ganz verschieden sind. Die Syntheseverluste wur- 
den deshalb von ScHoPFER als polytopisch bezeichnet. Ein Beispiel dafiir 
ist CO. Quilliermondii und die Varietat O. Guilliermondii var. nitratophala. 

18* 


4 
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Wie der Name sagt und wie eigene Versuche bestitigen, vermag letzterer ) 
Organismus NO,’ zu assimilieren; diese Fahigkeit besitzt C. Guillier- 
mondii nicht. Zudem ist C. Guilliermondii Biotin-auxo-heterotroph, wah- 
rend (. Guilliermondii var. nitratophila zam Wachstum keine Vitamine 
bendtigt. Die beiden nahe verwandten Arten unterscheiden sich auch in 
ihrem Riboflavinbildungsvermogen. 


90 
mg, / Kultur 


1om+» Biotin 
Ne o 


Trockengewicht 


30 


--—— 


Testlosung 


Abb. 10. Biotintest mit Candida Guilliermondii I. Extrakt aus C. Guilliermondii var. nitratophila 
ITI, Kulturlésung von C. Guill. var. nitratophila 


Um zu beweisen, daB C. Guilliermondii var. nitratophila wirklich 
Biotin-auxo-autotroph ist, mu’ gezeigt werden kénnen, daB sie das 
Vitamin H selber synthetisiert. Kulturen, die auf einer Naihrlésung mit 
Fe und Zn 3 Tage gewachsen waren, wurden getrocknet, im Mérser mit 
Quarzsand fein zerrieben und 15 min im Autoklav bei 120° C extrahiert. 
Als Biotin-Testorganismus verwendeten wir C. Guilliermondii. Die Re- 
sultate finden sich in Abb. 10. C. Guilliermondii var. nitratophila produ-— 
ziert das fiir ihr eigenes Wachstum notwendige Biotin selber; in die 
Nahrlésung wird sehr wenig Biotin ausgeschieden. Man kann deshalb 
diesen Organismus zu Recht als Biotin-auxo-autotroph bezeichnen. 

C. Guilliermondii eignet sich aber nicht als Testorganismus fiir Biotin, 
und zwar wegen seiner Empfindlichkeit gegeniiber Spurenelementen. Der 
versuchte Test wurde in einer Nahrlésung mit 20 y ZnSO, und 5 y 
Fe,(SO,), je Kultur durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, daB in den Test- 
kulturen eine regelmaBige, mit steigendem Biotingehalt zunehmende 
Riboflavinbildung stattfand. In Kulturen mit Extrakt aus C. Guillier- 
mondit var. nitratophila nahm das Wachstum wohl mit hohen Extrakt- 
konzentrationen zu, eine Riboflavinsynthese blieb aber aus. Das will 
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heiBen, daB die Spurenelement-Konzentration der Nahrlésung so gean- 
dert wurde, da8 kein Riboflavin gebildet wurde. Dies diirfte der Grund 
: dafiir sein, weshalb C. Guilliermondii als Test-Organismus fir Biotin 
_ versagte. 

In einer Mischkultur dieser beiden Organismen sollte sich CO. Guillier- 
mondit auch in einer Nahrlésung ohne Biotin entwickeln kénnen, da die 
Varietat nitratophila das zum Wachstum nétige Vitamin H liefert. 
Dieses Experiment, das ScHorrrer 1945 als Beweis fiir die Auxo-Auto- 
trophie von C. Guilliermondii var. nitratophila anfiihrte, haben wir mit 
unseren neuen Kulturbedingungen wiederholt und bestitigt. Es handelt 
sich dabei nicht um eine Symbiose, nur C. Guilliermondii profitiert vom 
Partner. Man kann diesen Vorgang als einseitige Férderung bezeichnen. 
S. Tab. 16. Die Erhéhung der Riboflavinbildung in Mischkulturen ohne 


Tabelle 16. Mischkulturen von C. Guilliermondii und C. Guilliermondit var. nitratophila 


Sob ere Mess ap pdie ee ; v/ems Sach tives aweceen ce 
C.Guilliermonda .... + 0,1 y Biotin 
je Kultur 45 
C.Guilliermondtt ... . ohne Biotin weder Wachstum 
noch Riboflavinbildung 

C. Guilliermondit + 0,1 y Biotin 

var. nitratophila .. . je Kultur 0,25 
C. Guilliermondir 

var. nitratophila ... ohne Biotin 0,25 
C. Guilliermondii 5 
C. Guilliermondii + 0,1 y Biotin 

var. nitratophila. .. . je Kultur 12,5 
C. Guilliermondi 
C. Guilliermondi 

var. nitratophila. .. . ohne Biotin 2,25 


Biotin gegentiber Kulturen von C. Guilliermondii var. nitratophila be- 
weist, daB O. Guilliermondit durch die Biotinbildung des Partners zum 
Wachstum und zur Riboflavinbildung angeregt wurde. 


C. Guilliermondii var. nitratophila scheint auch wegen ihrer Fahigkeit, NO,’ zu 
assimilieren, interessant zu sein. Arbeiten von NicHotas an Neurospora crassa 
zeigen, daB ein NO,/-reduzierendes Ferment dieses Ascomyceten (Nitratreduktase) 
als wesentlichen Bestandteil Mo enthalt. Dieses Ferment ist ein Flavoprotein und 
wurde auch in hoheren Pflanzen wie z. B. in der Sojabohne gefunden. 


Tn einem letzten Versuch unterzogen wir diesen Organismus einer ge- 
naueren Priifung. Als N- Quellen wurden Harnstoff und KNQ, in aqui- 
molekularen Mengen in zwei Parallelversuchen getestet. Der Riboflavin- 
gehalt der Kulturlésungen wurde wiederum mikrobiologisch und fluori- 
metrisch gemessen. Vgl. Tab. 17. Eindeutig zeigt sich auch hier die 
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kombinierte Wirkung von Fe und Zn. Biotin wirkt schwach wachstums- 
férdernd; der Organismus ist aber nicht darauf angewiesen. Mo ist ohne 
nennenswerten Einflu8. Bei Kombination von Fe und Zn mit Mo wird 
das Wachstum leicht gehemmt. 


Tabelle 17. Kulturbedingungen fiir C. Guilliermondii var. nitratophila 


Harnstoff als N- Quelle KNO, als N- Quelle 
aitze zur Nahr- | : ‘ 
Aoki si ie Kultur re Riboflavin ar acme Riboflavin 8a 
mg/Kult. y/em? mg/Kult. | y/em® 

ohne Spuren- 
elemente, ohne 
Vitamine .. . 17,2 | unter 20my| 4,1 29,2 |unter20my| 4,5 

0,1 y Biotin. . 24,1 unter 20 my | 3,5 29,7 unter 20 my |_ 5,1 
10y Aneurin. . 20 unter 20 my | 4,4 23,7 unter 20 my | 4,2 
0,1 y Biotin 
10 y Aneurin. . 23,2 | unter 20 my} 4,2 26 | unter 20 my} 4,2 
20y ZnSO, . . 21,9 0,1 2,9 28,3 0,125 3,1 
20 y Fe,(SO,)3 . 20 unter 20 my | 5,5 29,7 unter 20 my | 6,15 
20 y Na,MoO, . 18 unter 20 my | 3,3 28,6 | unter20my| 4,5 
20 y ZnSO, | | 
20 y Fe,(SO,)3 . 141,4 0,25 3,5 144,9 | 0,25 7,4 
20 y ZnSO, 
20 y Fe.(SO,)5 | 
20 y Na,MoO, . 123.4 | 0,25 3,3 121,5 | 0,25! 5,0 
20 y ZnSO, 
20 y Fe,(SO4); | | | 
0,1y Biotin . . 175,4 | 0,25 | 3,6 167 0,251 8,3 


1 Diese Kulturen zeigten unter der UV-Lampe eine hellblaue Fluorescenz; erst 
nach dem Abzentrifugieren zeigte sich die gelblich-griine Fluorescenz des Ribo- 
flavins in der Kulturlésung. 


Die Untersuchungen an C. Guilliermondii var. nitratophila brachten 
also keine bemerkenswerten neuen Ergebnisse. Dieser auxo-autotrophe 
Organismus zeigt den gleichen Bedarf an Spurenelementen wie die 
andern untersuchten Candida-Arten. Er unterscheidet sich von C. Guillier- 
mondii darin, da er NO,’ assimilieren kann, kein Riboflavin im Uber- 
schuf bildet und kein Biotin zum Wachstum bendtigt. 


Die vorliegende Arbeit wurde in den Jahren 1953 bis 1956 im Botanischen In- 
stitut Bern auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. W. H. Scuorrer 
ausgefiihrt. Meinem verehrten Lehrer méchte ich an dieser Stelle den verbindlich- 
sten Dank aussprechen fiir alle Hilfe und das standige Interesse, das er meinen 
Arbeiten entgegenbrachte. Herrn PD. Dr. Grog danke ich fiir die wertvolle Unter- 
stiitzung in chemischen Fragen. 

Die Arbeit wurde unterstiitzt durch die ,,Fritz-Hoffmann-La Roche-Stiftung zur 
Férderung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaft in der Schweiz‘‘ und durch den 


Eduard Fischer Fonds des bot. Inst. Diesen beiden Stiftungen sei an dieser Stelle 
herzlich gedankt. 


: 
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Zusammenfassung 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Biosynthese von Ribo- 
flavin bei Candida Guilliermondii und den dazu notwendigen Kultur- 
bedingungen. Daneben wurden 9 andere Candida-Arten auf Wirkstoff- 
bedarf und Fahigkeit, Riboflavin zu bilden, untersucht. 

1. Candida Guilliermondii ist eine Biotin-auxo-heterotrophe anasco- 
sporogene Hefe. Ihr Wachstum wird in Schiittelkulturen, d. h. bei ver- 
mehrter Sauerstoffzufuhr, sehr stark geférdert. 

2. Das Wachstum dieses Organismus ist stark von den Spurenelementen 
Fe und Zn abhangig, wahrend Cu, Co, Mn, Mo, V, Be, Ni ohne Ein- 
fluB sind. Zur Untersuchung der Spurenelement-Wirkung wurde die 
verwendete Nahrlésung von Schwermetall-Verunreinigungen durch 
Ausschiitteln mit 8-Hydroxychinolin und Dithizon (beide in Chloroform 
gelést) befreit. 

3. Diese Hefe produziert unter geeigneten Kulturbedingungen groBe 
Mengen Riboflavin, das in freier Form in die Kulturlésung ausgeschieden 
wird. Die Synthese dieses Vitamins findet nur statt, wenn Zn in der Nahr- 
l6sung vorhanden ist. 

4. Fe fordert das Wachstum von C. Guilliermondii, verhindert aber 


_ die Riboflavinsynthese. 


5. Eisen und Zink kombiniert fordern Wachstum und Glucosever- 
brauch sehr stark. Dabei wird aber die verbrauchte Glucose beziiglich des 
Wachstums schlecht verwendet, was aus dem niederen 6konomischen 
Koeffizienten hervorgeht. Mit 20 y ZnSO, und 5 y Fe,(SO,)3 je Kultur 
ist der absolute Riboflavingehalt der Kulturlésung am hochsten. Der 
relative (auf das Trockengewicht bezogene) Gehalt zeigt aber bereits 
eine eindeutige Hemmung durch Eisen. 

6. Der Mechanismus der Eisenhemmung konnte nicht aufgeklart wer- 
den. Durch Katalase wurde diese Hemmung nicht aufgehoben, wie z. B. 
bei Clostridium acetobutylicum, einem riboflavinbildenden Bacterium. 

7. Zink vermehrt die Saéurebildung; der py-Wert nimmt in Kulturen 
mit Zink und Eisen mit zunehmender Kulturdauer wieder zu. 

8. Riboflavin scheint das Endprodukt eines durch Zink ausgelésten 
, Shunt‘‘-Stoffwechsels zu sein. Bei einer Uberproduktion diirfte es sich 
um eine biochemische Abnormitat handeln. 

9. Purine haben bei Candida Guilliermondii bei den gewahlten Kultur- 
bedingungen keinen EinfluB auf die Riboflavinsynthese. 

10. Biotin, das von Candida Guilliermondii als Wachstumsfaktor ver- 
langt wird, hat keinen direkten Einflu8 auf die Biosynthese von Ribo- 
flavin. 

11. Der Wirkstoffbedarf von 10 Candida-Arten und -Varietaéten wurde 
gepriift. Dabei konnten die Ergebnisse von ScHoPreER von 1945 bestatigt 
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werden. Aneurin ist bei unseren Versuchsbedingungen fir Candida 
Guilliermondii kein Wachstumsfaktor mit komplementarer Wirkung. 
C. Guilliermondii, C. flareri, C. parapsilopsis, C. albicans, C. tropicalis und 
C. pulcherrima sind Biotin-auxo-heterotroph; C. humicola und C. lipoly- 
tica sind Aneurin-auxo-heterotroph; C. pelliculosa und C. Guilliermondi 
var. nitratophila sind auxo-autotroph. 4 

12. Die beiden auxo-autotrophen Arten haben die Fahigkeit, NO,’ zu 
assimilieren. 

13. Alle untersuchten Candida-Arten bendtigen fiir ein starkes Wachs- 
tum die beiden Spurenelemente Zink und Eisen. Zink férdert fiir sich 
allein die Siiurebildung. Zink und Eisen zusammen erhéhen Wachstum 
und Glucoseverbrauch. 

14. C. Guilliermondii, C. flarert und C. parapsilopsis, drei Biotin-auxo- 
heterotrophe Arten, sind starke Riboflavinbildner. Die Synthese ist bei 
den drei Organismen von Zink abhéngig. Die andern untersuchten Arten 
bilden nur sehr wenig dieses Vitamins. 

15. Die Kulturbedingungen von C. Guilliermondii var. nitratophila 
wurden naher untersucht. Diese Varietat ist auxo-autotroph, d. h., sie 
bildet selber Biotin, wachst normal auf KNO, als N- Quelle und bendtigt 
zum starken Wachstum aufSerdem die Spurenelemente Eisen und Zink. 
Der Organismus bildet nur Spuren von Riboflavin. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tubingen) 


Beitrige zum Problem der Photoreaktivierung* 


Von 
KATHARINA OBRECHT, geb. KOTTE 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. Mérz 1957) 


1949 beobachteten KeLNER an Bakterien, Actinomycetenconidien 
sowie Hefezellen und fast gleichzeitig DuLBEcco (1949) an Bakterio- 
phagen einen starken Riickgang der durch ultraviolettes Licht aus- 
gelésten Schiden, wenn sie die Zellen sofort nach der Bestrahlung 
sichtbarem Licht aussetzten. Sie nannten dieses Phinomen Photo- 
reaktivierung (PHTR). 


Spater konnten andere Autoren ahnliche Reaktionen auch an hoheren Organis- 
men feststellen, z. B. an Pilzen (Goop@at 1949), Protozoen (KIMBALL u. GAITHER 
1951), Seeigeleiern und Salamanderlarven (BLUM u. Mitarb. 1951, 1952), an 
Drosophila (AtTENBURG 1952, PeLircH u. Ke~NerR 1953) und den Epidermis- 
zellen héherer Pflanzen (BAWDEN u. KLEczZKowsEI 1952, Tanapa u. HENDRICKS 
1953). Nicht reaktivierbar dagegen zeigten sich bisher Streptokokken (BELLAMY u. 
GERMAIN 1955), Bacillus-Sporen (KeLNER 1951, Stuy 1955) und Blepharisma 
undulans, ein Ciliat (HTRSHFIELD u. GrrsE 1953). Uber das Verhalten der vegeta- 
tiven Zellen sporenbildender Bakterien liegen einander widersprechende Angaben 
vor. 


Uber den Mechanismus der PHTR ist erst wenig bekannt. Die Unter- 
suchungen hieriiber werden erschwert durch den Umstand, daB auch tiber 
die Wirkungsart der UV-Strahlung auf die lebende Zelle noch keine 
Klarheit herrscht. Es liegen daher nur einige, wenig zusammenhangende 
Beobachtungen vor. Die wichtigsten sollen im folgenden kurz zusammen- 
gefaBt werden. 


Die PHTR wird ausgelést durch Strahlen im Wellenbereich zwischen etwa 300 — 
und 510 mu. Die Wirkung des Lichtes ist zunichst linear abhangig von Dauer und 
Intensitat. Sie erreicht schlieBlich ein Maximum, das aber nie der Ausléschung aller 
UV-Schaden entspricht (DuLBEcco 1950). Die Zeit, in der dieses Maximum erreicht 
wird, ist abhingig von der Temperatur (KELNER 1952). 

Sauerstoff bleibt ohne EinfluB auf die PHTR. Sie verlauft also gleichartig unter 
aeroben wie anaeroben Bedingungen (JOHNSON u. Mitarb. 1950). Sie wird durch 
Kaliumeyanid nicht gehemmt (DuLBERCCO 1950), tritt aber nicht ein bei tiefen Tem- 
peraturen, z. B. bei —70° (Hurymers u. Taytor 1951). 

Die Reaktivierbarkeit eines Organismus erlischt einige Zeit nach der Bestrahlung, 
und zwar rascher unter fiir den Stoffwechsel der Zelle giinstigen Bedingungen 
(KELNER 1949, NisHtwakr 1954). 


* Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat der Eber- 
hard-Karls-Universitat zu Tiibingen 1956. 
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Maximum und Verlauf der Aktionsspektren unterscheiden sich bei den unter- 
suchten Arten. Es sind dies der T, -Phage von Escherichia coli Stamm B (DuLBECCO, 
1950), Escherichia coli und See griseus (KELNER 1951). 

Neben der ,, Inaktivierung“ lassen sich auch genauer definierbare UV-Wirkungen 
ruckgangig machen, wie z. B. Mutationen (KrLNER 1949, GoopaaL 1950), Unter- 
driickung adaptiver Enzymbildung (Swenson u. GiEsE 1950), Mitosehemmung 
(KimpBaLL u. GarrHeR 1951), morphologische Veranderungen an Neuroblasten- 
kernen (CaRtson u. McMaster 1951) u. a. 

Es scheint, als ob die PHTR an die Gegenwart von Plasma gebunden sei. 
Bestrahlte Spermien und Bakteriophagen sind erst nach ihrem Eindringen in die 
Ki- bzw. Wirtszelle reaktivierbar. 


Ankniipfend an die eben zitierten Beobachtungen soll nun im ersten 
Teil der vorliegenden Arbeit untersucht werden, in welcher Weise sich 
Zellen von Bacillus-Arten von sichtbarem Licht nach vorhergehender 
Bestrahlung mit UV-Licht beeinflussen lassen. 

Im zweiten Teil wird zur Frage Stellung genommen, ob auf die Re- 
aktivierbarkeit einer Population auBere. Faktoren einwirken. Hierdurch 
soll eine Erklarung fiir die in Vorversuchen aufgetretenen starken 
Schwankungen in der Zahl der Uberlebenden nach der Bestrahlung durch 
kurzwelliges UV und nach der Belichtung mit Wellenlangen zwischen 
300 und 501 mu gesucht werden. 


Versuche mit sporenbildenden Bakterien 


Nachdem Kener (1951) sowie Jonnson, FLAGLER u. Bium (1950) festgestellt 
hatten, daB sowohl bei den Sporen als auch den vegetativen Zellen von Bacillus 
subtilis bzw. Bac. cereus eine Erhéhung der Uberlebendenzahl durch Belichtung 
nach vorhergehender Bestrahlung nicht zu erreichen ist, berichtete Sruy (1955) 
iiber Photoreaktivierungserscheinungen an den vegetativen Zellen beider Organis- 
men, Nach seinen Ergebnissen sollen die Wellenlangen zwischen 366 und 463 mu 
mit einem Maximum bei etwa 404 my aktiv sein. Aus seinen Stammen gewonnene 
Endosporen zeigten sich nicht reaktivierbar. 


Meine ersten Versuche zeigten gleichfalls, daB Sporen von Bacillus- 
Arten nicht reaktivierbar sind. Sie lieBen mich aber eine Erholung 
vegetativer Zellen durch der Bestrahlung folgendes Licht vermuten. Die 
Zellen sporenbildender Bakterien werden bekanntlich durch sichtbares 
Licht geschadigt (Sruy 1955). Die Uberlebendenzahl bestrahlter Sus- 
pensionen nimmt nun durch lingere Belichtung weniger stark ab als die 
der unbehandelten Kontrollen. Dies kénnte verursacht sein: a) durch die 
Uberlagerung einer reaktivierenden und einer schadigenden Wirkung des 
sichtbaren Lichtes oder b) durch selektive Abtétung besonders strahlen- 
empfindlicher Zellen schon im kurzwelligen UV. 

Im folgenden wurde versucht, eine der beiden Méglichkeiten aus- 
zuschlieBen. Vergleicht man eine Suspension, die erst bestrahlt und dann 
belichtet, mit einer, die umgekehrt behandelt wurde, so mute im ersten 
Falle die Uberlebendenzahl der erst bestrahlten, dann belichteten 
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Suspension durch die Reaktivierung hoher liegen als die der umgekehrt 
behandelten, im zweiten Falle aber miiBten beide Werte etwa gleich hoch — 
liegen. 

Material und Methodik 


Die Versuche wurden ausgefiihrt an Sporenbildnern, die im Botanischen Institut 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Hohenheim aus Heuproben verschiedener — 
Herkunft isoliert worden waren. Es handelte sich um die Stimme 355, 361, 558, 705 
und 708 der dortigen Sammlung. Eine genaue Definition der Organismen ist noch 
in Bearbeitung. Diese Stamme wurden deshalb verwendet, weil sie kaum Faden und 
daher eine einigermafen einheitliche Suspension bilden. Bac. subtilis und Bac. 
cereus bilden dagegen haufig lange Ketten, deren Zellen kaum ungeschadigt von- 
einander getrennt werden konnen. 

Da die UV-Empfindlichkeit der Zellen von ihrem Ernahrungszustand abhangt, 
wurde zur Vorzucht ein synthetisches Medium (im folgenden Min. A.) mit Glucose ~ 
als Energie- und Asparagin als Stickstoffquelle benutzt. Die Zellen sind auf diesem 
Substrat nicht in der Lage, Sporen zu bilden. Setzt man dem Agar aber A.Z.- 
Loésung nach HoacianD in der Verdiinnung 1:1000 (im folgenden ,,AZ-A“) zu, so — 
sporulieren sie innerhalb 48 Std. 

Die Kulturen wurden durch dreimaliges Uberimpfen im Abstand von 24 Std 
von ungekeimten Sporen befreit und zum Versuch 12—19 Std bei 35° C bebriitet. 

Um eine gleichmaBige Suspension zu erreichen, wurden die Zellen in Phosphat- 
puffer von px 7,2 verrieben, kurz geschiittelt, durch 10 min langes Zentrifugieren 
von Klumpen befreit und schlieBlich auf einen Gehalt von etwa 1 - 107 Zellen/em$ 
verdiinnt. Die Zellen lagen meist einzeln, selten in kurzen Ketten von 2—4 Indivi- 
duen vor. 

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Quecksilber-Niederdrucklampe (Hanau 
NK 20/40, vorwiegend die 2537 A-Linie emittierend) bei einer Spannung von 200 V 
aus 22cm Entfernung, in Petrischalen von 5 cm Durchmesser-unter dauerndem 
Schiitteln. 

Zur Reaktivierung verwendete ich die durch 2 Glasplatten und eine 1 cm 
dicke Schicht str6menden Wassers gefilterte Strahlung einer Quecksilber-Hoch- 
drucklampe (Hanau S$ 500). Die Entfernung von der Lampe betrug 25 cm, der 
Durchmesser der Schalen 4cm, die Belichtungszeit 10 min. Die in dieser Zeit 
gebotene Lichtdosis schadigte die Zellen nicht. Wahrend der Reaktivierung wurde 
die Spannung nicht gemessen. Da aber alle zu belichtenden Suspensionen eines 
Versuchs gleichzeitig der Strahlung ausgesetzt wurden, kénnen durch Schwan- 
kungen der Spannung keine Differenzen aufgetreten sein. 

Alle Dunkelkontrollen waren an einem lichtgeschiitzten Ort bei Zimmertempera- 
tur (21—24°C) untergebracht. Plattierungen und Verdiinnungen wurden im 
Dunkelraum (Osram-Photobirne Nr. 4523 orange) ausgefiihrt. 

Die Plattierung erfolgte mit Min. A., indem jeweils 0,5 cm® der Suspension 
mit etwa 20 cm* Agar von etwa 40° C iibergossen und gut durchmischt wurde. Es 
schloB sich eine 3tiagige Bebriitung im Dunkeln bei 35° C an. Danach konnten die 
einzelnen Kolonien mit unbewaffnetem Auge ausgezihlt werden. 


Im Verlauf der Versuche traten folgende Schwierigkeiten auf: Die 
Zellen vertragen langeres Stehen im Puffer schlecht. Die Zahl der Lebens- 
fahigen nimmt daher mit der Zeit ab. Die Schadigung ist stirker bei 
hoherer Temperatur. Dagegen erholen sich mit kurzwelligem UV 
bestrahlte Suspensionen im Dunkeln in der Pufferlésung, und zwar 
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ebenfalls in Abhangigkeit von Temperatur und Zeit (Abb. 1). Ahnliches, 
allerdings in weniger starkem Ausma®8, ist auch fiir andere Organismen, 
zB. Escherichia coli, bekannt (RoBERTS u. ALDOUS 1949). Nach 
WHITEHEAD (1955) wird die Erholung durch von der Zelle selbst ab- 
gegebene Stoffe bewirkt. 

Um einigermafen einheitliche Ergebnisse zu bekommen, muBten daher 
alle Suspensionen am Ende eines jeden Versuches und so rasch hinter- 
einander wie méglich (20 min) plattiert werden. Dariiber hinaus muBte 
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Abb. 1. Anderung des Gehalts an lebensfihigen Zellen in Phosphatpuffer nach 45 min Bebriitung bei 
verschiedenen Temperaturen. Stamm 708. Vorzucht Min. A. 


Abb. 2. Wirkung der Gesamtstrahlung auf mit kurzem UV bestrahlte Zellen. Ml Bestrahlt am 
Versuchsanfang, [_] Bestrahlt und belichtet, Bestrahlt am Versuchsende, Belichtet und 
bestrahlt. Ordinate: log Zellen/cm?. Kontrolle: 1 - 10° Zellen/em? 


zweimal die Wirkung des kurzwelligen UV festgestellt werden: einmal am 
Versuchsanfang, wonach die bestrahlte Suspension geteilt und eine 
Halfte der sichtbaren Strahlung ausgesetzt, die andere im Dunkeln 
aufbewahrt wurde, zum zweiten Mal am Versuchsende an einer bisher 
unbehandelten Suspension. Letztere mu in ihrer Uberlebendenzahl 
verglichen werden mit der zuerst belichteten und anschlieBend bestrahl- 
ten Probe. 


Versuche mit der Gesamtstrahlung 


Mit Gesamtstrahlung ist die nur durch Fensterglas gefilterte, durch 
strémendes Wasser gekiihlte Strahlung der Quecksilber-Hochdruck- 
lampe bezeichnet. Es handelt sich also um ein Gemisch der Resonanz- 
inien zwischen 366 und etwa 1000 mu. Abb. 2 faBt die gewonnenen 
Werte fiir 2 der untersuchten Stémme zusammen. Das Diagramm stellt 
Jen Durchschnitt von je 5 unter gleichen Bedingungen ausgefihrten 
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Versuchen dar. Zur Ermittlung der Lichtwirkung miissen Kolonne 1 mit 
Kolonne 2 und Kolonne 3 mit Kolonne 4 verglichen werden. Aus den 
Ergebnissen scheint hervorzugehen, daB eine Reaktivierung bestrahlter 
Zellen nicht eintritt. 

Uberraschenderweise zeigt Stamm 708 einen deutlichen ,, schutz‘* vor 
Bestrahlung durch vorhergehende Belichtung. Die Erhéhung der Uber- 
lebendenzahl zuerst belichteter und dann bestrahlter gegentiber der nur 
bestrahlter Suspensionen trat in jedem Versuch, allerdings in schwanken- 
dem AusmaB, auf (Erhdhung um das 4—14fache). 

Auf Stamm 361 scheint jede Belichtung, ob vor oder nach der Be- — 
strahlung geboten, zusatzlich schadigend zu wirken. Diese Beobachtun- 
gen sollen spater diskutiert werden. 

Von den 3 weiteren untersuchten Staémmen scheinen sich die Stamme 
355 und 558 ahnlich dem Stamm 708, der Stamm 705 ahnlich dem 
Stamm 36] zu verhalten. Weitere Versuche wurden nur noch mit den 
beiden in Abb. 2 angefiihrten Stammen ausgefihrt. 

AbschlieBend sei bemerkt, daB die Organismen fiir alle Versuche auf 
Min. A. herangezogen worden waren. Nach Vorzucht auf AZ-A verhalten 
sie sich etwas anders. Sie sind resistenter gegen Strahlungen jeder 
Wellenlange. Durch subletale Dosen sichtbaren Lichts wird zwar 
Stamm 361 in gleichem MaBe wie nach Vorzucht auf Min. A. zusatzlich 
geschadigt, der ,,Schutz‘ vor Bestrahlung des Stammes 708 geht aber 
verloren. Nach Vorzucht auf Bouillonagar zeigten sich so starke Schwan- 
kungen in der Schaédigung durch UV, daB dieses Medium nicht weiter- 
benutzt wurde. Hinsichtlich der PHTR bzw. deren Fehlen bleibt aber das 
zur Vorzucht wie zur folgenden Bebriitung verwendete Substrat ohne 
jeden EinfluB. 


Versuche mit monochromatischem Licht 


Es bestande nun noch die Méglichkeit, daB eine bestimmte Wellen- 
lange eine Reaktivieruig hervorruft, die aber durch Schadigungen in — 
einem anderen Wellenbereich iiberdeckt wird. Die oben beschriebenen | 
Versuche wurden daher mit monochromatischem Licht verschiedener 
Wellenlange wiederholt. Benutzt wurde eine Quecksilber-Hochdruck- 
lampe mit entsprechenden Strahlenfiltern: 


404 mu: Kine 2.cm dicke Schicht einer Lésung von 100 g Cu(NO,),- 6 H,O in 
100 cm*® H,O und eine 2 cm dicke Schicht einer Lésung von 0,75 g J in 100 cm? 
CCl,. 

436 mu: Kine 2 cm dicke Schicht einer Lésung von 2,5 g CuSO, - 5 H,O + 30 cm3 
NH,OH (d = 0,88) in 100 cm* H,O und eine 2 cm dicke Schicht einer Lésung von 
75 g NaNO, in 100 cm’ H,O. 

546 mu: Kine 2 cm dicke Schicht einer Lésung von 10 g CuCl, in 100 cm? H,O 
und Schottfilter Nr. OG 11. 


578 mu: Kine 2 cm dicke Schicht H,O und die Schottfilter Nr. OG 2 und BG 10. 
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Von jeder Wellenlinge wurde die gerade noch subletale Dosis ver- 
wendet, was bei der von mir verwendeten Lampe einer Bestrahlungs- 
dauer von 15—60 min entsprach. Abb. 3 zeigt die Ergebnisse fiir 
Stamm 708, Abb. 4 diejenigen des Stammes 361. 


Ergebnisse 
Aus Abb. 2—4 geht klar hervor, da® die von mir untersuchten sporen- 
bildenden Bakterien unter den gegebenen Bedingungen keine Photo- 
reaktivierung zeigen. Stuy, der, wie eingangs zitiert, eine Photo- 
reaktivierung bei Bac. subtilis und Bac. cereus fand, macht leider keine 
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0 ~"40Ho~C«C36~SC«C 5780 A o "4040 «4360~—~S«S HB 5780 A 
Abb. 3. Wirkung verschiedener Wellenlingen auf Abb. 4. Wirkung verschiedener Wellenlangen auf 
Stamm 708.  Bestrahlt am Versuchsanfang, Stamm 361. [J Bestrahlt am Versuchsanfang, 
L] Bestrahlt und belichtet, Bestrahlt am Bestrahlt und belichtet, Bestrahlt am 
Versuchsende, Belichtet und bestrahlt. Versuchsende, Belichtet und bestrahlt. 
Ordinate: log Zellen/cm*. Ordinate: log Zellen/cm*. 
Kontrolle: 1 - 10° Zellen/em? Kontrolle: 1 - 10° Zellen/em* 


naheren Angaben tiber den Zeitpunkt der Plattierung seiner unbehandel- 
ten und bestrahlten Kontrollen. Jedoch kénnen die von ihm beobach- 
teten Erhéhungen der Uberlebendenzahl durch Belichtung bis zum 100- 
fachen der Uberlebenden nach der Bestrahlung nicht durch die normale 
, Erholung“ der Zellen im fliissigen Medium im Sinne der Abb. 1 gedeutet 
werden, da sie nur bei bestimmten Wellenlingen auftraten. Aus seiner 
Arbeit geht nicht hervor, ob er mit Suspensionen arbeitete, die vorwiegend 
aus Einzelzellen bestanden. Nach der von ihm angegebenen Vorzucht und 
Behandlung scheint das wenig wahrscheinlich. Zellketten konnten aber an- 
ders reagieren als Einzelzellen. Ob hier der Grund fir die abweichenden 
Ergebnisse von Stuy liegt oder ob sich die von ihm untersuchten 
Stamme grundsiatzlich in ihrem Verhalten gegen sichtbares Licht von den 
von KELNER, JOHNSON und auch von den in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten unterscheiden, werden weitere Versuche entscheiden mtissen. 
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Der bei Stamm 708 beobachtete ,,Schutz‘‘ vor Bestrahlung durch 
vorhergehende Belichtung mit Wellenlangen von 404 und 436 mu 
kénnte folgendermaBen gedeutet werden: Durch Energieaufnahme 
werden die auf Min. A. vorgezogenen Zellen in ihrem physiologischen 
Zustand derart verdindert, daB sie etwa den auf AZ-A. kultivierten 
gleichen. Dadurch werden die Zellen resistenter gegen kurzes UV. Es 
wire so erklarlich, da® eine Belichtung nach der Bestrahlung auf Min. A. 
vorgezogener Zellen wirkungslos bleiben muB, und daB der ,,Schutz‘‘ bei 
auf AZ-A. vorgezogenen nicht auftreten kann. Die relative Resistenz 
gegen UV auf Min. A. vorgezogener und beleuchteter Zellen gleicht etwa 
der auf AZ-A. kultivierter, unbehandelter Zellen. 

Die bei Stamm 36/1 hauptsichlich bei Behandlung mit der Wellenlange 
546 my auftretende zusatzliche Schadigung ist unabhaéngig vom Sub- 
strat der Vorzucht. Sie ist also unabhangig vom physiologischen Zustand 
der Zelle. ; 


Versuche mit Escherichia coli 


Wahrend der Vorversuche an verschiedenen Organismen zeigten sich | 
starke Schwankungen sowohl in der Schadigung durch kurzwelliges UV 
als auch in der Zahl der reaktivierbaren Zellen. Es sollte daher durch 
mehrfache Wiederholung derselben Versuchsreihe unter konstanten 
Bedingungen festgestellt werden, ob diese Schwankungen der normalen 
Variationsbreite des lebenden Materials entspriichen oder durch déuBere 
erfaBbare Einfliisse verursacht wiirden. Hinsichtlich der letzteren kamen 
hauptsachlich Witterung (BorTEets 1951), Bewélkungsgrad (BorTELS 
1942), Temperatur oder Tageszeit in Frage. 

Die Versuchsreihen setzten sich zusammen aus je einem Reakti- 
vierungsversuch an 4 morphologisch und physiologisch unterschiedlichen 
Staémmen von Escherichia coli. Witterung, Bewélkung und Temperatur 
konnten, soweit méglich, wihrend des Versuchs beobachtet werden. Zur 
Ausschaltung etwaiger tageszeitlicher Einfliisse wurden die Versuche zu 
verschiedenen Zeiten ausgefiihrt (15 Uhr, 20 Uhr, 3 Uhr). 

Bei der Anlage der Versuche wurde von der Voraussetzung ausgegan- 
gen, daB durch Au8eneinfliisse bedingte Schwankungen alle 4 Staémme 
gleichzeitig und gleichartig betreffen miiBten, da also die 4 Ergebnisse 
eines Versuchstages einheitlich tiber oder unter dem Durchschnitt ligen. 
Schwankten aber die Ergebnisse unabhangig voneinander, miBte die 
Ursache hierfiir in uneinheitlichem Verhalten der einzelnen Bakterien der 
Strahlung gegeniiber gesucht werden. 


Material und Methodik 
Die verwendeten Escherichia coli-Stimme waren folgende: Stamm Fe: frisch aus 
Faeces isoliert. Kleine, manchmal schwirmende Kolonien. — Stamm Co: 113/3: 
aus dem Botanischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Hohenheim. 
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Teststamm auf Vitamin B 12. Kleine, selten schwarmende Kolonien. — Stamm W: 
frisch aus Wasser isoliert. GroBe, schleimige Kolonien. — Stamm B: Ein besonders 
in den USA haufig verwendeter Laborstamm, etwas langsamer wachsend als die 
drei oben angefiihrten Stamme. 

Als Stammkultur dienten Oberflachenkolonien in Schragagarréhrchen, die bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt wurden. Hiervon wurden etwa alle 2 Wochen 
Beliftungskulturen in Difeo-Nahrbouillon herangezogen, die, im Eisschrank auf- 
bewahrt, als Ausgangssuspension fiir die nachsten Tage dienten. 

Die Vorzucht fiir den Versuch erfolgte in Difco-Bouillon unter Beliiftung, 
zunachst 5—6 Std lang, bei einer Temperatur von 37° C. 


Zur Bestrahlung wurden die Kulturen mit Phosphatpuffer von py 7,2 im 
Verhaltnis 1:10000 verdiinnt und in offenen Petrischalen von 5 cm Durchmesser 
unter dauerndem Schiitteln dem Gesamtspektrum einer Quecksilber-Niederdruck- 
lampe (Hanau NK 20/40, fast ausschlieBlich 2537 A emittierend) in 40 cm Ent- 
fernung ausgesetzt. Die Spannung betrug 200 V, die Bestrahlungsdauer fiir die 
Stamme B und W 60 see, fiir die weniger empfindlichen Stamme Co und Fe 90 sec. 

Nach weiterer Verdiinnung mit Puffer bis zur Endkonzentration 1:10° schloB 
sich die Belichtung in Schalchen von 3 em Durchmesser mit der durch 2 Glas- 
platten und durch 1 cm strémendes Wasser gefilterten Strahlung einer Quecksilber- 
Hochdrucklampe (Hanau $8 500, Betriebsspannung 200 V) aus 25 cm Entfernung an. 
Die maximale Reaktivierung war nach 30 min erreicht. Wahrend der Belichtung 
wurden die unbehandelten oder nur bestrahlten Proben im Dunkeln bei Zimmer- 
temperatur (21—24° C) aufbewahrt. 

Da, wie schon S. 262 bemerkt, die Uberlebendenzahl durch UV geschadigter 
Bakteriensuspensionen schwach zunimmt, wenn die Zellen in fliissigem Medium 
aufbewahrt werden, muf ten auch hier alle Suspensionen rasch nacheinander am 
Versuchsende plattiert werden. Um Schwankungen durch Einfliisse eines organischen 
Nahrbodens auszuschalten (HARM u. STEIN, 1953) wurden je 0,5 cm Suspension mit 
etwa 15 cm? M9-Agar von etwa 40° C iibergossen. Dieses Substrat enthalt Glucose, 
Ammoniumehlorid, NaCl, MgSO, und Pufferphosphate. Dem fiir Stamm Co be- 
stimmten Agar muBten auBerdem je Liter 0,075 y Vitamin B,,und 5 cm* Hefedekokt 
(wahrend aller Versuche dem gleichen Ansatz entnommen) hinzugesetzt werden. 

Die gut durchmischten und sofort in den Brutschrank iibertragenen Platten 
erlitten keine Abkiihlung unter die Bebriitungstemperatur (37° C). 

Die Plattierung wie auch alle Verdiinnungen wurden bei Rotlicht ausgefihrt. 
Kontrollen zeigten, daB dieser Wellenbereich keine Wirkung ausiibt. 


Zur Berechnung der Ergebnisse bestehen 2 Méglichkeiten: 

a) Nach Bercer, Haas u. Wyss (1953) errechnet sich derjenige Prozentsatz an 
UV-inaktivierten Keimen, die durch Licht wieder vermehrungsfahig werden, aus 
der Gleichung 

Uberlebende nach der Belichtung — Uberlebende nach der Bestrahlung - 100 

Kontrollzahl — Uberlebende nach der Bestrahlung F 


Diese Methode liefert zwar anschauliche Werte, ist aber nur anwendbar, wenn die 
Zahl der Uberlebenden nach der Bestrahlung gegeniiber der Kontrollzahl nicht sehr 
klein ist. In einem solchen Fall erhalt man praktisch eine Division der Uber- 
lebendenzahl nach der Belichtung durch die Kontrollzahl ohne Beriicksichtigung 
der Primarschadigung. 


b) Ketner (1949) fiihrte zur Berechnung seiner Ergebnisse den Dosis-Reduk- 
tions-Faktor (DRF) ein. In der deutschen Literatur wurde dieser Ausdruck von 
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Srer u. Harm (1953) tibernommen. KeLtNer verstand darunter den Quotienten: 
Zahl der Uberlebenden nach der Belichtung 


~Zahl der Uberlebenden nach der Bestrahlung 

Dieser Faktor driickt aus, wie stark sich die Uberlebendenzahl nach der Be- 
lichtung gegeniiber der nach der Bestrahlung erhoht hat. Er ist zum Vergleich 
verschiedener Versuchsserien anwendbar. Will man aber gleichzeitig das absolute 
MaB der primaren Schaidigung oder Reaktivierung betrachten, miissen alle ge- 
fundenen Werte auf einen bestimmten Zellgehalt der Ausgangssuspensionen be- 
zogen werden. In der vorliegenden Arbeit sind alle Werte auf eine Kontrollzah! von 
1-109 Zellen/cm? umgerechnet (tatsachliche Zahlen: 5 - 108—1,8 - 10°). 
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nach Reaktivierung 
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log Z/em? nach Bestrahlung 


| 
re) 5 
PE BIS ENOTES OS OT Sse Cae ioe ie: 
Versuch Nr 
Abb. 5. Schidigung und Reaktivierung von Escherichia coli (4 verschiedene Stiimme) in 16 Versuchen. 
Vorzuchtstemperatur: 37° C, x Stamm Fe, [] Stamm Co, W Stamm W,O Stamm B 


Ergebnisse 

Die gefundenen Daten der ersten 16 Versuchsreihen sind in Abb. 5 
zusammengefaBt. Besserer Anschaulichkeit halber wurden die Werte der 
einzelnen Stamme durch Linien verbunden. 

Aus dieser Darstellung ist zu entnehmen, da® zwar groBe Schwankun- 
gen auftreten, daB sie aber hauptsichlich die Schidigung durch kurz- 
welliges UV betreffen. Das Mafs der Uberlebenden nach der Belichtung 
scheint nun eine Folge dieser Primarschaédigung zu sein. AuBerdem fallt 
auf, daB die Schwankungen manchmal (aber durchaus nicht immer) die 
4 Stamme gleichsinnig betreffen. Die Héhe des DRF scheint, verglichen mit 
der Zahi der Uberlebenden nach der Bestrahlung, dieser reziprok zu sein. 
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Es fragt sich nun, ob die gelegentlich auftretenden gleichsinnigen 
Schwankungen wirklich auf Auf enfaktoren beruhen. 

Wahrend genauerer Beobachtungen stellte sich folgendes heraus: 
Wenn eine Bakteriensuspension in Nahrbouillon ihre maximale Dichte 
erreicht hat, so andert sich ihr Gehalt an lebensfihigen Zellen wahrend 
einer begrenzten Zeit zwar nicht, die Resistenz der Zellen gegen UV-Strah- 
lung nimmt aber zu. Bei allen Stémmen konnte nach der Bestrahlung 
ein Uberlebendenanstieg auf das 2—3fache bei um 45 min verlangerter 
Beliftung nachgewiesen werden. 

Um ein klareres Bild zu erhalten, wurden 
die Versuche unter etwas verdnderten Be- 
dingungen wiederholt. Harm u. STEIN 
(1953) berichten, daB bei 37° C vorgezogene 
Escherichia coli-Zellen gréBere Schwan- 
kungen in ihrer UV-Empfindlichkeit auf- 


log ORF 


weisen als bei niedrigerer Temperatur § 
bebriitete. Daher bebriitete ich die Kul- “E38 
turen bei 26°C 5 Std lang. Die maximale Ng ; 
Zellzahl konnte in dieser Zeit nicht erreicht ~ 8 


werden. Gleichzeitig wurde die Impfmenge 
konstant gehalten (0,01 cm? Stammsuspen- 
sion auf 5cm? Difco-Nahrbouillon) und 
die Bestrahlungszeit fiir die Stémme Fe 
und Co auf 60sec und die Stamme 6 und W 
auf 30 sec verkiirzt. Alle tbrigen oben 
gemachten Angaben blieben unverandert. Versuch Nr. 


Die gewonnenen Werte sind in Abb. 6 dar- Abb. 6. Schadigung und Reaktivierung 
ae Btauapal in 6(ersuden! Voreahte 
Gegentiber Abb. 5 fallt auf, daB die —temperatur: 26°C. x Stamm Fe, 
Schwankungen aller 3 GréBen (Uber- 0 ea ee 8 ee 
lebende nach Bestrahlung und _ Belich- 
tung, DRF) nur wenig abgenommen haben, daf sie aber nicht mehr 
koordiniert auftreten. Wir miissen sie daher wohl als individuelle 
Streuungen innerhalb der Population deuten. 

Unveriindert geblieben ist die Korrelation zwischen den GréBen des 
DRF und der primaren Schadigung. Es lag daher nahe, dieses Problem 


gesondert zu untersuchen. 


log Zéem? nach Bestrahlg. 


Die Korrelation zwischen der Schidigung durch UV und der Reaktivierung 


Tragt man die Zahl der in jedem Versuch gefundenen Uberlebenden 
nach der Schidigung durch UV gegen den betreffenden DRF in einem 
Koordinatensystem auf, so erhalt man eine Gruppierung der Punkte, die 


mit Miihe eine Kurve erkennen la8t. Verwendet man aber fiir beide 
19* 
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Werte deren Logarithmen, so streuen die Punkte um eine Gerade. Sie 
14Bt sich ausdriicken durch die Funktion: 


y=a-+ be, 


wobei x als unabhingig Veréinderliche die Uberlebendenzahl nach der ~ 


Bestrahlung, y als abhingig Veranderliche den DRF bedeutet. Die Lage 
der Punkte ist in Abb. 7 dargestellt. 


5 o 7 & 9 
log Z/em nach Bestrahlung 


Abb. 7. Die Korrelation zwischen Schidigung und Reaktivierbarkeit. x Stamm Fe, (| Stamm Co 
Vv Stamm W, © Stamm B. g Stamm Co mit hSherer bzw. geringerer Intensitaét inaktiviert 


Es besteht also eine Korrelation zwischen Schaédigung und Re- 
aktivierbarkeit einer Zellpopulation. Dies ist insofern tiberraschend, als 
in der Literatur vom Gegenteil berichtet wird (NisHtwaxkt, 1954, 
Errea, 1953). Allerdings vermutete DuLBEcco schon 1952 einen Zu- 
sammenhang zwischen Schidigung und maximaler Reaktivierung bei 
Bakteriophagen. Im folgenden sollen einige Faktoren, die die Reaktivier- 
barkeit einer Zelle beeinflussen kénnten, niher untersucht werden. 


HinfluB der Bestrahlungsdauer 
Um auch die Verlangerung der Geraden nach beiden Seiten zu er- 
fassen, wurden Versuche mit lingeren bzw. kiirzeren Bestrahlungszeiten 
unter sonst gleichen Bedingungen ausgefiihrt (die Stamme Fe und Co 
20—120 sec, die Stimme B und W 10—75 sec). Die Schidigung durch 
kurzwelliges UV war also schwacher bzw. starker als die der oben be- 
schriebenen Versuche. Die Ergebnisse ordnen sich in die Gerade ein. 
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Hinflup der Bestrahlungsintensitéat 


Stamm Co wurde 60—120 sec bei einer Spannung von 190 V und 
20—105 sec bei einer Spannung von 205 V bestrahlt, sonst wie oben 
beschrieben behandelt. Die erhaltenen Punkte liegen auf der Geraden. 


HinfluB der relativen Resistenz einer Bakterienpopulation 


Wie oben beschrieben, erhéht sich die Resistenz der Zellen, wenn sie 
nach Erreichung der maximalen Dichte weiter bebriitet werden. Auch die 
Werte tibermaBig lang beliifteter Suspensionen (bis zu 2 Std iiber den 
Vermehrungsgipfel hinaus) liegen in dem zu erwartenden Bereich. 


HinfluBp von Aupenfaktoren 


Wie unten dargelegt werden wird, ist die Korrelation zwischen UV- 
Schadigung und Reaktivierung so eng, daB, wenigstens hinsichtlich der 
Reaktivierung, AuBeneinfliisse ausscheiden. Ob, wie Harm u. Stren 
(1953) in Erwagung ziehen, Wetter-Einfliisse auf die UV-Inaktivierung 
einwirken, kann auf Grund dieser Versuche nicht eindeutig entschieden 
werden. Die selten auftretenden gemeinsamen Schwankungen der 
4 Stamme in ihrer UV-Empfindlichkeit (Abb.5) konnen durch gemeinsam 
erhohte Resistenz ausgelést worden sein, z. B. dadurch, daB sich das 
Wachstum unter dem EinfluB bestimmter Wetterlagen beschleunigte und 
die Kulturen deshalb tiber die logarithmische Wachstumsphase hinaus 
beliiftet wurden. 


ELinflup von Stammeseigentiimlichkeiten 


Obwohl sich die 4 untersuchten Stéamme morphologisch und physiolo- 
gisch voneinander unterscheiden, reagieren sie doch gleich. 


Statistische Auswertung 


Auf statistischem Wege kann man aus einer Schar von x-Werten und ihren 
zugehérigen y-Werten das SteigungsmaB 6 (auch Regressionskoeffizient genannt) 
einer Regressionsgeraden berechnen. 


ts ict p . 22Y. — Sle”) — 9S(a) 
eb Saw ee bist S'(x?) — aS (x) 


s = Streuung des betreffenden Wertes, S = Summe der betreffenden Einzelwerte, 
x baw. y = Arithmetisches Mittel aller gefundenen x- baw. y-Werte. 

Durch 6 ist gleichzeitig der tang. des Winkels gegeben, den die Regressionsgerade 
mit der z-Achse bildet. Weiterhin gibt 6 an, wieviel Mal durchschnittlich y kleiner 
bzw. groBer ist als x. Da aber x als MaB fiir die Schadigung und y als Ma fiir die 
Reaktivierung betrachtet werden kann, ergibt 6, mit 100 multipliziert, gleichzeitig, 
wieviel Prozent der geschadigten Zellen unter den in dieser Arbeit beschriebenen 
(optimalen) Bedingungen reaktiviert werden kénnen. 

b kann zwischen — co und + © schwanken. Das positive oder negative Vor- 
zeichen ist Ausdruck der Neigungsrichtung der Geraden gegen die x-Achse. 

Es ist allgemein gebrauchlich, die Regression von y auf x als der unabhangig 
Verinderlichen zu beziehen. Bei umgekehrter Regression ergaibe sich eine etwas 
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anders geneigte Gerade. Ein Ma fiir das gegenseitige Verhaltnis dieser beiden 
Linien ist der Korrelationskoeffizient r als das geometrische Mittel beider Regres- 
sionskoeffizienten. Er errechnet sich aus der Formel: 
8 xy rs. 
sa-ay "Ya 

Das Quadrat des Korrelationsfaktors (r?) gibt an, in welchem MaBe die An- 
derungen der abhangig Veranderlichen y auf Anderungen von « beruhen. Bei einem 
Wert von z. B. 0,5 waren es 50%. Das Quadrat kann schwanken zwischen 0 und 1. 
Wire v2 = 1, so wiirde das eine totale lineare Abhangigkeit der y-Werte von ihren 
entsprechenden x-Werten bedeuten. 


In der folgenden Tabelle sind die GréBen b und 7? fiir jeden Stamm 
zusammengestellt. n = Zahl der ausgefiihrten Versuche. 


= 


Tabelle 1 
Stamm: | Fe Co Ww | B 
n 38 28 33 36 
b —0,7186 —0,8614 —0,8266 —0,6665 
y2 0,9032 0,9940 0,9740 0,8135 


Die stirksten Abweichungen vom Durchschnitt der Werte zeigt 
Stamm B. Das ist leicht zu erkliren: Er ist der weitaus am starksten 
warmereaktivierbare der 4 untersuchten Stamme, d. h. die Uberlebenden- 
zahl seiner bestrahlten, aber nicht belichteten Suspensionen hangt ab 
von der Temperatur waihrend der ersten Stunden nach der Bestrahlung. 
Schwankungen kénnen hier zustande gekommen sein durch leichte Ab- 
weichungen in der Temperatur des zur Plattierung bereitgestellten Agars 
und durch schlechte Isolierung der Brutschrankeinsitze gegen den Heiz- 
mantel (es entwickelten sich stets mehr Kolonien auf der zu unterst 
stehenden Platte als auf der dariibergestellten!). Wenn sich aber die 
Zahl der Uberlebenden nach der Bestrahlung durch Warmereaktivierung 
erhoht, wird natiirlich der DRF niedriger als der Uberlebendenzahl nach 
der Belichtung entspriche. Man sieht demnach in der graphischen Dar- 
stellung (Abb. 7), daB die abweichenden Werte des Stammes B nur nach 
unten streuen. Dadurch gewinnt seine Regressionsgerade eine etwas 
flachere Neigung als z. B. die des Stammes Co. Der Unterschied ist aber 
statistisch nicht signifikant. 

Das durchschnittliche Steigungsma8 b (ohne Stamm B) betriigt 
—0,8022. Das bedeutet, daB 80,22 der durch ultraviolette Strahlung 
inaktivierten Keime durch Behandlung mit sichtbarem Licht zur nor- 
malen Koloniebildung gebracht werden kénnen. 19,78°% sind irreversibel 
geschadigt. 

Die durchschnittliche Korrelation zwischen x und y, also zwischen 
Schadigung und Reaktivierung (r? ohne Stamm B) betrigt 95,7%. Fir 
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biologische Versuche mit relativ hohen Fehlerméglichkeiten durch Pipet- 
tierfehler (Verdiinnungen zur Kontrolle auf 10-7, der bestrahlten Kon- 
trolle auf 10~4, der reaktivierten Suspension auf 10-8) bedeutet das eine 
erstaunlich starke Abhiangigkeit der beiden Reaktionen voneinander. 
Abgesehen von sechs streuenden Werten des Stammes B, die sich auf 
oben angefiihrte Ursachen zuriickfiihren lassen, zeigen sich in den ubrigen 
129 Versuchen keine starken Abweichungen. 


Diskussion 


Die Tatsache einer strengen Korrelation zwischen UV-Schadigung 
und Photoreaktivierung 1a8t erneut die Frage nach dem Mechanismus 
beider Reaktionen aufwerfen. Wir beschranken uns zunachst auf die 
Suche nach dem Angriffspunkt der UV-Strahlen in der Zelle, da sicht- 
bares Licht nur die Lebensfahigkeit mit UV-behandelter Zellen beein- 
fluBt, die durch Réntgenstrahlen (DuLBECcO 1950), Hitze oder Anti- 
biotica (eigene Versuche) geschadigten aber nicht reaktiviert. 

Urspriinglick hatte man angenommen, in stark absorbierenden Orten 
der Zelle wiirden durch direkten Aufprall der Quanten Schaden in Form 
von Letalmutationen ausgelést. Man zog diesen SchluB aus der Tatsache, 
daB die Aktionsspektren fiir ,,Inaktivierung“‘ und Mutationsauslésung 
fast gleich sind und etwa dem Absorptionsspektrum der Nucleinsdéuren 
entsprechen (KAPLAN 1952). Dariiber hinaus verlauft fiir viele Organis- 
men die Abtotungskurve durch UV exponentiell. Wenn man in einem 
Koordinatensystem die Zahl der inaktivierten Zellen logarithmisch gegen 
die Bestrahlungsdauer auftragt, entspricht sie also einer Geraden. Ist 
deren Lage unabhangig von der Intensitat der Strahlung (wie es in der 
Wirkung des UV der Fall ist), so bedeutet das — mathematisch ge- 
sehen —, daf ein einziger ,,Quantentreffer“ ausreicht, eine Zelle zu 
inaktivieren (TIMOFEEFF-RESSOVSKY u. ZIMMER 1947). 

Diese Vorstellung muBte nach der Entdeckung verschiedener Reakti- 
vierungserscheinungen aufgegeben werden. Wenn naémlich ultraviolettes 
Licht durch Auslésung von Letalmutationen inaktivierend wirkte, dann 
mite jede durch Licht reaktivierte Zelle eine Riickmutation erlitten 
haben. In den in Teil 2 geschilderten Versuchen wiirde die Riickmutations- 
rate 80,2% der induzierten Letalmutationen entsprechen. Das ist natur- 
lich unméglich. Dariiber hinaus ist es nicht nur durch Licht, sondern auch 
durch Temperaturanderungen nach der Bestrahlung oder durch Behand- 
lung mit Chemikalien moglich, UV-Schaden riickgingig zu machen. So 
hat man sowohl Warme- (ANDERSON 1951), als auch Kiilte-Reaktivie- 
rung (STEIN u. Harm 1953a) beobachtet. Bei den ,,Chemikalien‘‘ handelt 
es sich hauptsichlich um Katalase (LaTarger u. Caupas 1952), Per- 
oxydase (LaTaRJET 1952) und FeSO, (Monop u. Mitarb. 1949), um 
H,S, Phenol und Glykokoll (LemBxe u. Mitarb. 1951) oder um Stoffe 
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des Tricarbonsiiurecyclus (HEINMETS u. Mitarb. 1954; Etxison u. Mit- 
arb. 1955). Allerdings erreichen diese Reaktivierungen nie die Starke 
und allgemeine Verbreitung der PHTR. 

Novic u. Scmarp (1949) entwickelten daher eine Theorie, wonach 
durch Absorption der UV-Strahlung in der Zelle ein ,,Gift* gebildet wird. 
Dieses soll durch sichtbares Licht zerstért werden kénnen, also photolabil 
sein. Ein gleiches oder ahnliches ,,Gift‘ soll auch in den organischen 
Substanzen bestrahlter Nahrbéden auftreten, gegebenenfalls in Zellen 
eindringen und dort Inaktivierungen (Wyss u. Mitarb. 1948) und Muta- 
tionen (WAGNER u. Mitarb. 1950) auslésen. Es mu ferner in der Zelle 
transportabel sein (HERTEL 1905) und eine gewisse Einwirkungszeit 
bendtigen, deren Linge vom stoffwechselphysiologischen Zustand der 
Zelle abhangt. (Die Reaktivierbarkeit einer bestrahlten Suspension er- 
lischt nach einiger Zeit. Sie bleibt langer erhalten, wenn die Organismen 
gewaschen und in Minimalmedium, Puffer oder in niederer Temperatur 
aufbewahrt werden.) 

NEWCOMBE u. WHITEHEAD (1951) nahmen aufer der Existenz eines 
photolabilen auch noch die eines photostabilen ,,Giftes‘‘ an. Es sollte die 
stets vorhandenen irreparablen Schaden hervorrufen. 

Diese Theorien werden in der Literatur mehrfach diskutiert (ROBERTS 
u. ALpowus 1949; Stern u. Harm 1953b; Scuiere 1923; NEwWcoMBE u. 
WHITEHEAD 1951). 

Uber die Natur der ,,Gifte‘‘ ist nichts bekannt. Fiir die durch Katalase, 
Peroxydase oder FeSO, reaktivierbaren Schaden und fiir die nach Kultur 
auf bestrahlten Na&hrbéden auftretenden Hemmungen und Mutationen 
kénnte man zwar UV-induzierte organische Peroxyde verantwortlich 
machen; fiir die photoreaktivierbaren Schaiden aber, besonders die der 
Katalase produzierenden Organismen, scheint eine solche Deutung un- 
wahrscheinlich. Gleichfalls gewagt ist die Annahme einer reinen Protein- 
hemmung durch Sprengung besonders anfiilliger Peptid- oder S-S- 
Bindungen oder den Bruch von H-Briicken, die durch Schwingungs- 
anregung im Licht neu gekniipft werden kénnten (LEMBKE u. Mitarb. — 
1951). ,,Kintrefferartige‘’ Totungen durch Enzymzerstérungen sind 
schwer vorstellbar. Vor allem aber bedarf die in vitro untersuchte 
Schadigung der Fermente héherer UV-Dosen, als zur Bakterieninaktivie- 
rung aufgewendet werden miissen (Stuy 1955). 

Die Erklirung der Wirkung ultravioletten Lichts durch die Bildung 
von ,,Giften®’ hat nun im Hinblick auf die in dieser Arbeit festgestellte 
Korrelation zwischen Schadigung und Reaktivierung eine groBe Schwie- 
rigkeit: Um den exponentiellen Verlauf der Inaktivierungskurve zu er- 
klaren, miBte man annehmen, daB schon die Zerstérung eines Molekiils 
ausreicht, die Zelle reversibel zu schiidigen. Dariiber hinaus miiBte auch 
die irreversible Schadigung durch ein Molekiil bzw. UV- Quant verursacht 
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werden, da ja ihre Dosiseffektkurve in Korrelation zur Inaktivierungs- 
kurve, also ebenfalls exponentiell verliuft. Dabei miiBte das photolabile 
,» Gift etwa 4mal schneller gebildet werden oder seine Bildung einen 
etwa 4mal gréBeren Trefferbereich haben als das photostabile, wenn es 
80,2°% der Gesamtschidigung verursachen soll. 

Nun sind exponentielle Abtétungskurven fir Zellgifte ungewohnlich. 
Sie pflegen vielmehr ,,mehrtrefferartig, sigmoid, zu verlaufen, da ein 
einziges Molekiil nicht in der Lage sein diirfte, eine Zelle in ihrer Lebens- 
faéhigkeit entscheidend zu beeinflussen. Wenn sich aber die sigmoiden 
Wirkungskurven zweier verschieden stark wirksamer Stoffe iiberlagern, 
dann ist bei Einwirkung steigender Dosen dieser Gifte keine Korrelation 
zwischen den Wirkungen beider Stoffe zu erwarten. 

Da beide ,,Gifte‘‘, einmal in der Zelle induziert, vermehrungsfahig 
sind oder eine Kettenreaktion auslésen, ist unwahrscheinlich. Denn auch 
die Dosiseffektkurve des reaktivierenden Lichts verlauft bis kurz vor 
Erreichen des Reaktivierungsmaximums eintrefferartig (DULBECCO 1950). 

Es scheint nach diesen Beobachtungen zunachst unberechtigt, die 
Bildung einer Ubertriagersubstanz, also eines ,,Giftes“, zwischen Absorp- 
tions- und Wirkungsort anzunehmen. Dagegen liegt die Vermutung nahe, 
da das reaktivierende Licht direkt einen durch UV-Strahlung ver- 
ursachten Schaden riickgaéngig macht. 

Zu einem ahnlichen SchluB kommen LENNox, LurtiA u. BENZER (1954) 
auf Grund der Beobachtung, daB die Inaktivierungskurve eines Bakterien- 
Phagen-Komplexes nach mehrfacher Bestrahlung und Reaktivierung 
unverandert bleibt. Es muB also die Zelle durch die PHTR wieder in 
genau den gleichen Zustand versetzt worden sein, in dem sie sich vor der 
ersten Bestrahlung befand. 

Es entsteht nun die Frage, ob durch die UV-Strahlung in der Zelle nur 
ein, vielleicht zentral gelegener, photoreaktivierbarer Schaden ausgeloést 
wird, der sekundar die verschiedenen uns sichtbaren, reversiblen Schaden 
ausloést, z.B. Mutationen, Mitosehemmung, Strukturanderungen am 
Kern oder adaptive Enzymbildung. Wenn dieser zentrale Schaden riick- 
gingig gemacht werden kénnte, wiirden damit auch die sekundaren 
Schaden wegfallen, d. h. ,,reaktiviert™. 

Einen Hinweis hierfiir mag eine Beobachtung von KELNER (1953) 
geben. Er fand, da8 nach der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht in der 
Zelle Atmung, Plasmavermehrung und Ribonucleinsaéuresynthese unver- 
dindert weiter laufen, da aber die Desoxyribonucleinsiuresynthese sofort 
unterbrochen wird. Durch anschlieBende Belichtung kann sie wieder in 
Gang gesetzt werden. In ahnliche Richtung weist die Beobachtung 
Loorsourows!, da8 Purine und Nucleotide von der bestrahlten Zelle 


1 Angefiihrt bei A. Grusz, Physiolog. Rev. 30, 431 (1950). 
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vermehrt ins Medium abgegeben werden. Sie konnten aus ihm in einer 
Menge und Zusammensetzung isoliert werden, die nicht nur auf Zer- 
stérung vorhandener Makromolekiile, sondern auch auf die Abgabe neu 
produzierter, kleinerer Bausteine schlieSen lieB. Interessant scheint hier 
auch die Parallelitét zwischen durch UV hervorgebrachten ,,Bakterien- 
schlangen“ (ungeteilten, sehr stark verlangerten Zellen) und ahnlichen 
Bildungen, die in nucleinsiurefreiem Medium bei solchen Organismen 
auftreten, die DNS als Wuchsstoff brauchen (JEENER 1952). 

Demnach liegt es nahe, den Angriffspunkt der Primarschadigung in der 
DNS-Synthese zu suchen. Hiermit kénnte vielleicht ein Hauptargument — 
der ,,Gift‘‘-Theorie entkraftet werden, némlich, da8 ein Zeitfaktor ein- 
geschaltet ist zwischen Bestrahlung und endgiiltigem Tod der Zellen. — 
Wenn der Organismus bei weiterlaufender Atmung und Plasmasynthese ~ 
nicht mehr in der Lage ist, seine DNS zu vermehren, mu8 er schlieBlich — 
an dem gestérten Stoffwechsel zugrunde gehen. Dabei kénnen allerdings 
sekundar Gifte entstehen, die ihn toten und damit seine Reaktivierbar- 
keit aufheben. Es ware versténdlich, daB dieser ProzeB8 in optimalem 
Medium rascher verlaufen miiBte als in Puffer oder in tiefer Temperatur 
(siehe S. 274). 

Leider ist tiber die DNS-Synthese noch wenig bekannt. Man weiB 
lediglich, dafgS’ ATP, Vitamin B,,. und Folsaure beteiligt sind. Der ATP- 
Gehalt der Zelle andert sich nicht durch Bestrahlung (Kanazir u. ERREA 
1953). Kin Einflu8 auf den Wirkmechanismus des Vitamin B,, scheint 
wenig wahrscheinlich. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Test- 
stamm auf B,., der den Stoff von auBen zugefiihrt bekam, verhalt sich 
genau wie die drei anderen Stémme, die ihn selbst synthetisierten. In 
Betracht zu ziehen ware ferner die Méglichkeit, daB zwar die einzelnen 
Bestandteile der DNS noch gebildet werden kénnen, da8 aber ihr Zu- 
sammenschluB zum DNS-Molekiil verhindert wird. Es lieBen sich hiermit 
die oben zitierten Beobachtungen von Krtnur, Loorsourow und 
JEENER erklaren. 

Die irreparablen, nicht photoreaktivierbaren Schiden kénnten unter | 
Umstanden durch starke Stérungen im Genbestand der Zelle erklirt 
werden. Ihr Anteil von 19,8°%, an der Gesamtschidigung bei Escherichia 
coli hatte eine Parallele in den Befunden von Arwoop (1950). Er stellte 
durch Kreuzungsversuche an Doppelmutanten von Neurospora crassa 
fest, da nur maximal 25°% der durch UV geschiédigten Makroconidien 
Letalmutationen trugen. Vielleicht kénnten Vergleiche zwischen den 
prozentualen Verhaltnissen irreversibler und reaktivierbarer Schaden in 
verschiedenen Organismen mit deren Anteil des Kerns bzw. der Kern- 
aquivalente am Gesamtvolumen der Zelle nihere Aufschliisse geben. 
Sollte sich fiir das Verhaltnis Kern: Plasma in den untersuchten Hsche- 
richia coli-Stémmen 1:4 ergeben, lige die Vermutung nahe, daf die Orte 
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der reaktivierbaren Schadigungen tiber das ganze Plasma verstreut, die 
der irreparablen im Kern lokalisiert sind. 

Auf welche Weise die Belichtung mit Wellenlingen zwischen 300 und 
510 my eine Umkehr der durch UV verursachten Schaiden bewirken 
kénnte, ist ungeklirt. Jedoch deuten die unterschiedlichen Aktions- 
spektren bei verschiedenen Organismen auf Energieabsorption in viel- 
leicht unspezifischen Pigmenten hin. Von ihnen kénnte die Energie an die 
Orte der Stérungen weitergeleitet werden und hier ,,reparierend“ wirken. 
Ahbnliche Energieiibertragungen treten z. B. im Falle der Sensibilisierung 
von Zellen durch Farbstoffe gegen sonst unschidliche Strahlungen aut 
(Kapian 1950). Das Aktionsspektrum der PHTR gleicht bei Bakterio- 
phagen dem Absorptionsspektrum des bestrahlten Partikels (DULBECCO 
1950). Bei Streptomyces griseus deutet es auf porphyrinartige Stoffe hin. Bei 
Escherichia colt ahnelt es keiner bekannten Verbindung (KELNER 1951). 

Jedoch ist unter der Annahme einer einfachen Energieiibertragung 
nicht das Ausbleiben der PHTR bei Bacillen und Streptokokken erklart. 
Denn da sie zwischen 300 und 510 mu absorbierende Pigmente haben, 
zeigt die Schadlichkeit dieser Wellenlingen. BELLAMY u. GERMAIN (1955) 
fiihren die mangelnde PHTR in den von ihnen untersuchten Strepto- 
kokken auf das Fehlen von Porphyrinen zuriick. Ob das berechtigt ist, 
miuBte ein Vergleich mit Bacillus-Arten zeigen. Die Wirkungslosigkeit 
des KCN auf die Reaktivierung spricht nicht fir eine Beteiligung von 
Porphyrinen. 

Nun treten aber zwei Schwierigkeiten hinzu: 

1. Will man annehmen, daf die irreparablen Schadden durch Letal- 
mutationen, die reaktivierbaren aber durch nicht direkt den Genbestand 
der Zelle treffende Stérungen ausgelést werden, dann diirfen leichte 
Kernschadigungen (Mutationen) nicht reaktivierbar sein. Das ist auch 
der Fall bei Verwendung hoher UV-Dosen. Der prozentuale Anteil an 
Mutanten ist hier unter den Uberlebenden nach Bestrahlung und Reak- 
tivierung etwa gleich groB. Bestrahlt man aber mit niederen UV-Dosen, 
so erscheinen unter den nach der Belichtung wachsenden Kolonien 
weniger Mutanten als unter den nach der Bestrahlung erschienenen 
(Goopeat 1950, Newoompe u. WurrenEaD 1951). Daraus muB ge- 
schlossen werden, daB die Mutationen selbst reaktiviert werden. 

2. Nach den Befunden von STEIN u. Harm (1953a) scheint durch die 
Warmereaktivierung die gesamte Wirkung des UV geschwacht zu werden, 
die Korrelation zwischen Schidigung und Photoreaktivierung also mit 
oder ohne Temperatureinflu8 unverandert zu bleiben, vorausgesetzt, daB 
sowohl die unbelichteten wie die belichteten Zellen der erhohten Tem- 
peratur ausgesetzt werden. Das bedeutet, daB durch Temperaturerhohung 
sowohl die photoreaktivierbaren als auch die nicht photoreaktivierbaren 
Schiden vermindert werden. Mit einer Resistenzerhéhung kann das 
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nichts zu tun haben, da die Schwichung der UV-Wirkung erst nach der 
Bestrahlung eintritt. 

Auf den ersten Blick lassen sich diese Beobachtungen besser mit der 
Zerstérung eines ,,Giftes‘‘ im Sinne der Ausléschung einer indirekten 
UV-Wirkung als durch direkte Umkehr eines primar durch UV in den 
Zellen entstandenen Schadens erkliren. Voraussetzung hierfiir ware aber, 
daB die photoreaktivierbare, die nicht photoreaktivierbare und die muta- 
tionsauslésende Wirkung des UV durch den gleichen oder durch mehrere 
ineinander iiberfithrbare Stoffe ausgelést werden. Anderenfalls kame 
weder eine Reaktivierung von durch schwache UV-Dosen ausgelésten 
Mutationen noch eine Aufrechterhaltung der Korrelation zwischen UV- 
Schadigung und PHTR mit und ohne Erhéhung der Bebriitungstempe- 
ratur zustande. AuBerdem kann es sein, da die von STEIN beschriebene 
Warmereaktivierung einen von der PHTR grundlegend verschiedenen 
ProzeB darstellt. Dafiir spricht, daf durch Rontgenstrahlen induzierte 
Schaden zwar zum Teil durch erhéhte Bebriitungstemperatur, nicht aber 
durch Lichtbehandlung nach der Bestrahlung behoben werden kénnen. 

Nun kann aber nicht angenommen werden, da ultraviolette Strahlung 
in der Zelle nur zwei Wirkungen ausiibt (irreparabel und photoreaktivier- 
bar). Man mu vielmehr annehmen, da jedes getroffene Molekiil, das 
fiihig ist, kurzwelliges UV zu absorbieren, mit Hilfe der aufgenommenen 
Energie reagiert oder die absorbierte Energie an reaktionsfahige Molekiile 
weitergibt. Was dabei geschieht, ob Oxydationen, Bruch von Peptid- 
bindungen oder H-Briicken usw., wird vom Reaktionsvermégen der be- 
troffenen Stoffe abhangen. Ein groBer Teil solcher Veraénderungen wird 
uns nicht sichtbar werden, weil sie Baustoffe oder Enzyme betreffen, die 
in groBer Zahl in der Zelle vorhanden sind. Der Verlust einiger weniger 
Molekiile wird die Lebensfahigkeit des Organismus im allgemeinen nicht 
beeintrachtigen. Es ist aber méglich, daB hier die Ursache fiir die reakti- 
vierende Wirkung mancher Chemikalien auf besonders empfindliche 
Bakterienstémme liegt. Dies miiBte sich durch néihere Untersuchung des 
Verhaltnisses der durch Chemikalien und durch Licht reaktivierbaren zu — 
den irreparablen Schiiden feststellen lassen. Wenn sich namlich die Uber- 
lebendenzahl einer schon photoreaktivierten Zellsuspension durch nach- 
folgende Chemikalienbehandlung in aéhnlichem Ma8e steigern lieBe, wie 
es ohne vorhergehende Lichtbehandlung geschieht, dann mii®ten die 
durch Licht und die durch Chemikalien reaktivierbaren Schiden auf 
verschiedene UV-Wirkungen zuriickgehen. Sollte sich aber nachweisen 
lassen, da’, ahnlich wie es bei der reaktivierenden Wirkung erhéhter 
Bebriitungstemperatur zu sein scheint (siehe 8. 274), photoreaktivierbare 
und nicht photoreaktivierbare Schaéden in gleichem Verhiiltnis durch 
Chemikalien beeinfluBt werden, dann lige die Vermutung nahe, daB es 
sich bei den photoreaktivierbaren, den nicht photoreaktivierbaren und 
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den durch Chemikalien reaktivierbaren Schiden um nicht spezifische 
Strahlenwirkungen handelt. 

Die in dieser Arbeit vorgelegten Befunde und die aus der Literatur 
bekannten Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daB die PHTR die 
direkte Umkehr eines durch UV ausgelésten, fiir die Funktionen der Zelle 
,zentral gelegenen“ Schadens darstellt. Einen endgiiltigen Beweis hierfiir 
werden weitere Untersuchungen bringen miissen. Es wurde versucht, 
einige hierfiir wesentliche Ausgangs- und Ansatzpunkte aufzuzeigen. 


Zusammenfassung 


Es wurde das Verhalten von Vertretern der Gattungen Bacillus und 
Escherichia gegen sichtbares Licht nach vorhergehender Bestrahlung mit 
kurzwelligem UV untersucht. Dabei konnte festgestellt werden: 

Die vegetativen Formen, Keimstabchen und Sporen der zur Unter- 
suchung gelangten Bacillus-Arten sind weder mit einem breiten Spektrum 
sichtbaren Lichtes noch mit isolierten Wellenlangen (404, 436, 546 und 
578 mu) photoreaktivierbar. Es kann aber bei einzelnen Stémmen zu 
einem ,,Schutz‘‘ vor der Bestrahlung mit kurzwelligem UV kommen, 
wenn die Zellen vorher mit Licht der Wellenlaingen 404 oder 436 mu 
behandelt werden. 

Bei Escherichia coli besteht eine strenge Korrelation zwischen der 
Schadigung durch kurzwelliges UV und der Reaktivierbarkeit der ge- 
schadigten Zellen. Unter optimalen Bedingungen werden durchschnitt- 
lich 80,22°% der durch UV inaktivierten Bakterien mit Hilfe des sicht- 
baren Lichtes reaktiviert, und zwar unabhangig von: der Starke der 
Schadigung (Bestrahlungsdauer und Bestrahlungsintensitat), der augen- 
blicklichen relativen Strahlenresistenz der Bakterienzelle (logarithmische 
Wachstumsphase oder spater), Stammeseigentiimlichkeiten (Wachstums- 
geschwindigkeit, Schleimbildung, Vitaminbedarf) und Aufenfaktoren 
(Bebriitungstemperatur, Tageszeit, wahrscheinlich auch Witterung). 

Der Faktor fiir die Korrelation zwischen Schadigung und Reaktivie- 
rung der untersuchten Stamme betragt im Durchschnitt 0,957. 

Es wird erértert, inwieweit sich aus diesen Befunden Schliisse auf die 
Wirkungsart ultravioletter Strahlung in der Bakterienzelle ziehen lassen. 

Herrn Doz. Dr. E. Burcrk, unter dessen Leitung die vorliegende Arbeit aus- 
gefiihrt wurde, danke ich herzlich fiir wertvolle Anregungen und stete Hilfsbereit- 
schaft; Herrn Prof. Dr. E. Binnrne ebenso fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes 
und groBziigige Unterstiitzung meiner Arbeit. 
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Group-wise growth of Streptomyces in a medium 
containing streptomycin 


By 
T. VALYI-NAGY and G. SZAB6 


Wit 3 Figures in the text 


(Hingegangen am 16. Marz 1957) 


Jn our previous investigations (SzaBo and VALyI-NaGy 1956) we ex- 
amined the development of resistance of Streptomyces griseus against 
streptomycin. In the course of these experiments we often noticed on 
Petri-dishes containing streptomycin that the Str. griseus colonies were 
not uniformly distributed 
over the agar surface, but 
were grouped around cer- 
tain centres, single colonies 
rarely appearing between 
the groups (Fig. 1). This 
phenomenon is caused by 
a substance (or substances) 
produced by germinating 
Str. griseus spores. In this 
report we summarize our 
results about the properties 
of the substance and the 
experiments standardizing 
this phenomenon. 


Materials and methods Fig. 1. 


Throughout the present ex- Group-wise growth. Streptomyces colonies grouping around 
periments cng) SENS Ge RiP certain centres on agar media containing streptomycin 


griseus used in the industry 
were applied, other strains were isolated from natural sources. The solid media used 
for cultures had the following composition: potato extract prepared by boiling with 
tap-water, 900ml. ; liquid yeast extract 100ml. ; Na,HPO,-12 H,O 10 g.; KH,PO,1¢.; 
agar—agar 20 g.; adjusted to px 7.5; sterilized at a pressure of 1.5 atm. for 20 mi- 
nutes in autoclave. After sterilization the pa value was readjusted to py 7.5. 
Streptomycin sulphate containing 600 (later 800) «/mg. was used. Spore sus- 
pensions for inoculations were always freshly prepared by flooding 5—10 days old 
Str. griseus cultures grown on agar slants, with a 0.99 NaCl solution. If needed the 
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number of spores in suspension was counted in a haematocytometer. Previous tests 
indicated that between 5—10 days, the age of the spores does not influence resistance 
to streptomycin. 

Tenfold dilutions of spore suspensions were made and volumes of 0.5—1.0 ml. of 
these dilutions were mixed with agar medium of 45° C. 10 or 20 ml. portions were 
used to pour out plates in Petri-dishes. Experiments were carried out at least in 
triplicate. Results were read in 2—3—4 days after inoculation and incubation at 27° C. 

In experiments to produce the phenomenon mentioned (Fig. 1), the medium was 
melted and cooled to 45° C. before the appropriate spore suspensions and strepto- 
mycin were added to give a final concentration of 600 «/ml. After the Petri-dishes 
were poured and solidified, agar 
blocks were cut out with a ten 
mm. diameter cork-borer from the 
center of the Petri-dishes. Into the 
holes we put spore suspensions 
mixed with agar medium at equal 
volumes. After some incubation 
time we got the following pictures 
(Fig. 2). This way we were always 
able to produce essentially the 
same phenomenon we had noticed 
before with a special Str. griseus 
strain. For certain reasons the me- 
thod was modified later (see below). 


Results 


First of all we examined 
whether all Streptomyces 


Fig. 2. Experiment 11/67. The picture shows the | Strains could produce the phe- 

group-wise growth phenomenon in a standardized 

form. Spores of a Str. griseus strain were mixed in 

agar medium containing streptomycin at inhibiting central holes (see Fig. A that 

concentration. Into three holes was put any of our 
Str. griseus strain 


nomenon when placed in the 


is, whether they were able to 
induce spores to grow out to 
visible colonies at inhibiting streptomycin concentrations. Out of 37 mor- 
phologically different Streptomyces, isolated from natural sources, only 
3strains gave positive results. Their classification and characterization 
requires further work. 

All of our Str. griseus strains sensitive or resistant to streptomycin 
at proper spore number, could bring about the phenomenon. We also 
examined whether all kinds of Str. griseus spores were able to grow in 
media containing 600 y/ml. streptomycin and a germinating spore sus- 
pension in the center of the plate. At 600 u/ml. streptomycin concen- 
tration our common Str. griseus strains did not reveal increased resistance 
in the neighbourhood of the central, growing culture. If, however, we 
determine the inhibiting streptomycin concentration for the Str. griseus 
strains (Table 1) and perform an experiment at a streptomycin concen- 
tration which is just above the inhibiting concentration (in Table 1 e.g. 
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50 u/ml.) we are always able to reproduce the phenomenon: spores are 
growing around a Str. griseus culture at streptomycin-concentrations 
otherwise inhibiting. 

Does this colony destroy the streptomycin in its neighbourhood? We 
poured special flat-bottomed Petri-dishes with agar media containing 
streptomycin. One series of them was 
inoculated with Str. griseus spores at 
the center as we always did in experi- 


Table 1. Colony count of Strepto- 
myces griseus inoculated with the 
same spore number at increasing 


ments when we produced the pheno- streptomycin concentrations 
menon mentioned. The other series was Streptomy-| Colony. | Meanof 
likewise incubated and served as a “imconcen- | count/Petri- colony 
control. After 2—3 days we cut out SuSE te cate 
agar-blocks of equal size placed the p ms nr 
blocks on media! inoculatd with Bac. 20 23 | 22.5 
subtilis and determined their strepto- 22 

mycin concentration in the same way 50 2) 2) 

as if streptomycin solutions were con- “ 

cerned. As it is to be seen in Table 2, AS - e 


the Str. griseus colony did not exerete 
substance(s) which adsorb, inactivate or destroy the streptomycin in its 
neighbourhood incorporated in the media. 

The Str. griseus colony in the medium alters the py, but this also could 
not be the cause of the above mentioned increased streptomycin toleration, 
because buffers of different pH were able to evoke such a phenomenon 
only if they consisted of ions inhibiting streptomycin (Table 3a, b). The 
substance could not be cristalloid and diffusible for the cultivation of 
Str. griseus spores in cellophane sacs gave negative results. 


The Str. griseus colony produced the substance (s) only in media con- 
taining streptomycin. In liquid culture we were not able to demonstrate 
the presence of the substance, while the Str. griseus colony under the 
influence of streptomycin readily secretes the substance into agar-media. 
We could demonstrate this in the following way. We poured agar 
media or pure agar in distilled water. At the center we cut out blocks 
and in the place of them was put into Petri-dishes spore suspension in 
agar-medium containing streptomycin. From the neighbourhood of these 
Str. griseus colonies we cut out agar-blocks from time to time and placed 
them on so-called indicator plates, Petri-dishes. Indicator plates were 
produced of Str. griseus spores and streptomycin in agar-media in a way 
thata growing Str. griseus colony at their center was able to evoke increased 
streptomycin toleration of spores around the growing culture and gave a 


1 'This medium had the following composition: Broth with 0.5% pepton and 1.8% 
agar-agar, adjusted to px 8.0. 
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picture shown by Fig. 2. In positive cases the Str. griseus colonies ap- 
peared around the blocks placed on these indicator plates earlier and in 
much greater number than in other places. With the help of this method 


Table 2. Change of the streptomycin concentration in agar blocks mixed previously 
into the agar medium in the neighbourhood of a growing Streptomyces griseus colony 


Diameter of inhibition zone in mm. produced 
by agar blocks from Petri-dishes without a 
growing Streptomyces griseus colony 


Diameter of inhibition zone in mm. produced 
by agar blocks from Petri-dishes with 
growing Streptomyces griseus colony 


Number of Petri-dish 


Number of Petri-dish 


1 2 1 2 
22.5 221 22.0 22.0 
onl 21.8 21.5 22.5 
DAD: DAD, 21.5 23.0 
22.5 Papa 22.0 222, 
22.8 22.0 222 22.0 
22.5 orl 22.0 22.0 
21.5 DOL Py | 22.0 
23.0 22.4 22.0 23.0 
22.0 22.5 22.0 22.2 
22.1 22.2 22.0 23:0 
pyAa| 22.4 22.5 

22.0 
Mean: 22.32 Mean: 22.18 Mean: 21.94 Mean: 22.42 


a) Universal buffer? 


pu Measure of group-wise pH Monenre of group-wise 
growth growth 
1.5 ++++ 5.0 @ 
2.0 ++++ D:o @ 
2.5 ++4++ 6.0 @ 
3.5 +++ 6.5 @ 
4.5 +++ 7.0 @ 
5.5 ++ 1.5 @ 
6.5 ++ 8.0 @ 
s ne mw athe! 

se us Washed agar-agar @ 
9.5 + 

10.0 @ 

10.5 @ 

11.0 @ 


' Universal buffer consisted of: 0.05 m oxalic acid, 0.2 m boric acid, 0.05 m 
succinic acid, 0.05 m natrium sulphate, 0.05 m borax, 0.05 m natrium carbonate. 


Table 3. Capability of buffers to produce growp-wise growth 


b) M/15 phosphate buffer 
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we could demonstrate that the substance was produced by the Sér. 
griseus colony in from 2 to 24 hours after inoculation. Before or after 
this time no effect was observed. (See the scheme of such an experiment 
in Fig. 3.) 

Following the principles of this method we made many modifications. 
All of them indicated the importance of the solid agar environment 
around the colony. If a liquid phase was separated by an agar layer from 
the Str. griseus colony inmedia containing streptomycin we could demon- 
strate the substance in the liquid phase and thus we were enabled to 


I WAL IT 


Fig. 3. Diagrammatic illustration of an experiment. The Petri-dish I. is called ‘indicator plate’, the 

method of preparing being described on p. 283—284. On this, the growing colony of Str. griseus is put 

into the center (A). After 48—72 hours around “A” colonies emerge on the indicator plate (represented 

by black spots). After at least 2, last 24 hours, block ““B’’is cut out and is put on a simple agar-plate, IT. 

In this block, contemporaneously with plate I, colonies of approximately equal size appear. Blocks 

cut out from indicator plate I1I—that is not provided with a Str. griseus colony (A)—put in place of 
“B” at least 24 hours after starting the experiment, do not display any growth 


separate the active substance from the mycelia. Otherwise it was not 
possible to separate the substance responsible for the group-wise growth 
from the germinating spores. The attempts of boiling it 10 minutes in a 
water bath, killing the spores with uv. irradiation or filtration through 
asbestos or glass filters, did not result in separation. The above mentioned 
agar-layer around the Str. griseus colony is indispensable to separate the 
active substance from the Streptomyces culture. 

In order to investigate the nature of the substance we mixed certain 
enzymes to the system. The tested enzymes were: cristalline ribonuclease 
(commercial), desoxyribonuclease (commercial), trypsin (G. Griibler et 
Co., or E. Merck), pancreatin, amylase (commercial). The first two had 
250 wg./ml., the others 500 wg./ml. end concentrations. These enzymes 
did not influence the group-wise growth around the Streptomyces 
culture. 

We have examined some enzyme-poisons for an influence on the 
production of the substance. After determining the concentration which 


did not inhibit by itself the growth of the spores we employed cyanide, 
20* 
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fluoride and azide of 1—5, 10 respectively 0.01 ug/ml concentrations. 
No effect was observed, much more colonies grew around the central 
colony than on other parts of the plate. 


Discussion 


From the experiments described we conclude that the ability of 
Str. griseus to grow in the presence of streptomycin is, in part, connec- 
ted with the interaction of microcolonies arising from germinating 
spores. This phenomenon is probably due to the action of metabolites of 
colonies in a primary stage of growth or to autolytic substances of 
individuals killed by the toxic effects of streptomycin. The agent 
responsible for the inreased streptomycin toleration is probably a high 
molecular thermosensitive substance (or substances) of specific effect. It 
does not seem probable that any of the substance known from the 
literature (GREEN and WAKSMAN, 1948; GREEN, IVERSEN and WAKSMAN, 
1948; BerkKMAN, HENRY and Hovusewrietu, 1947; DoNnoviocxk et al., 
1948; LiguTBown, 1950; BERGMAN et al., 1954) as agents inhibiting the 
action of streptomycin in a non specific way should be responsible for the 
phenomenon described in the present paper. Several tests made with 
substances mentioned in the literature were negative. 

The phenomenon reminds of the well known satellite growth, and this 
was also observed by DEAN and HINsHELWOOD (1952) with Bacterium 
lactis aerogenes. But while they demonstrated the phenomenon only oc- 
casionaly as a fact of interest, we could reproduce and define the desired 
circumstances. The strainspecific substance did not alter the strepto- 
mycin concentration but made the Str. griseus spores themselves more 
tolerant against increasing streptomycin concentrations. According to 
our observations this property is not stable, and is not inheritable. It is 
as yet not possible to decide whether this phenomenon plays any role in 
developing resistance under natural circumstances. 

The production, concentration, purification and investigation of the 
substance will be undertaken. 


Summary 


We have described the observation that Streptomyces griseus colonies 
grow group-wise on agar media containing streptomycin. We have 
found that this phenomenon is due to a substance (s) produced by 
germinating Str. griseus spores in media containing streptomycin, and 
this substance made the neighbouring spores more tolerant to increasing 
streptomycin concentrations. The substance is produced specifically by 
Str. griseus strains. The substance has probably a great molecular size, 
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is thermolabile, not a nucleic acid and the applied enzymes did not in- 
activate it. Some investigated enzyme-poisons did not influence either 
its production or its effect on Str. griseus spores. We succeeded in carrying 
over the substance into liquid phase and separate it from the producing 
culture and this enables us to further purification and investigation of the 
substance. 
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Uber das Aktionsspektrum 
der Phototaxis chlorophyllfreier Euglenen und tiber die 
Absorption des Augenflecks 


Von 
INGEBORG GOSSEL 


Mit 15 Textabbildungen 
(Bingegangen am 31. Médrz 1957) 


Auch farblose, d.h. chlorophyllfreie Flagellaten sind fahig, photo- 
taktische Orientierungsbewegungen durchzufiihren. Meist koénnen es aber 
nur solche Einzeller, die einen Augenfleck besitzen. So sahen BUDER 
(1919) und DoFLEIN (1916) Polytoma und Polytomella mit Stigma negativ 
phototaktisch reagieren, die Arten ohne Augenfleck waren aber nicht 
phototaktisch. PrrnasHem (1937, 1948) konnte bei den mit Huglena 
verwandten Astasia-Arten feststellen, dai mit dem Verlust des Stigmas 
auch die Fahigkeit zur phototaktischen Orientierung verloren geht. Da- 
gegen gaben schon STRASBURGER (1878) und MULLER (1911) fiir die Ver- 
treter der Chytridiales an, da die farblosen Zoosporen von Chytridium 
vorax, Polyphagus euglenae und Rhizophidium pollinis phototaktisch 
sind. Bekannt ist auch die Reaktionsfahigkeit bei den stigmalosen Flagel- 
laten Bodo (RoTHERT, 1901) und Chilomonas. HARTSHORNE (1953) stellte 
bei einer griinen, augenflecklosen Mutante von Chlamydomonas fest, daB 
sie lichtempfindlich war. Allerdings ist die Orientierung weniger prazise 
als bei der Normalform, und die Schwellenwerte fiir die Phototaxis bei 
Chilomonas liegen héher als bei den anderen Arten mit Augenfleck. 
Luntz (1931, I) gibt bei Chilomonas den einzigen Anhaltspunkt iiber die 
Wirksamkeit verschiedener Wellenbereiche fiir diese ohne Augenfleck 
zustandekommende Phototaxis. Sie liegt im Ultraviolett bei 366 my 
sehr hoch und nimmt gegen den sichtbaren Bereich hin ab. 

Die Aktionsspektren der Phototaxis griiner Flagellaten sind oft be- 
stimmt worden. Alle zeigen sie zwischen 460—525 mu ein Maximum fiir 
die positive Phototaxis, nach Mast (1917) auch fiir die negative. Meist 
sind die Aktionsspektren in groBem Wellenlingenabstand und mit 
geringer spektraler Reinheit und zum Teil ohne Beriicksichtigung der 
Energieverteilung im Spektrum aufgenommen worden (ENGELMANN 
1882, Lons u. WasTENrEYs 1916, OLrmManns 1917, Mast 1917, Laurens 
u. Hooker 1920, Lunrz 1931, I). Dieses Maximum entspricht ungefahr 
der Absorption der im Stigma in Trépfchen enthaltenen Carotinoide 
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[Nachweis, daB es sich um Carotinoide handelt, von PRINGSHEIM u. 
Matnx (1926) in Astasia ocellata. Vgl. ferner Gross, JAHN u. BERNSTEIN 
(1955)]. Daraus ergab sich die Bedeutung des Augenflecks fiir die Photo- 
taxis. So wurde er manchmal als das eigentliche Lichtsinnesorgan der 
griinen Protisten betrachtet, da sowohl die Prasentationszeit bei Volvox 
im Blaugriin am kiirzesten ist (LAURENS u. HooKER 1920) als auch hier 
die stairkste photokinetische Wirkung liegt (Lunrz 1931, I). Eine Reihe 
der alteren Autoren schreibt dem Stigma nur eine Hilfsfunktion zu in der 
Weise, daB die eigentliche Lichtaufnahme im Plasma (im ersten Drittel 
der Zelle oder in der GeiBelverdickung) vor sich geht und der Augenfleck 
nur eine periodische Beschattung dieser reizempfindlichen Plasma- 
partien durch die Rotation der Zelle um ihre Lingsachse bei der Vor- 
wartsbewegung bewirkt (vgl. ENGELMANN 1882, WaceErR 1900, 
JENNINGS 1910, PrinesHem 1912, 1956, BuprerR 1919; Masr 1911, 
1927, 1941, Merzner 1923). BUNNING u. SCHNEIDERHOHN (1956) haben 
fiir die positive und fiir die negative Phototaxis je ein eigenes Wirkungs- 
spektrum gefunden. Dieses Ergebnis fiihrte sie zu der schon von einigen 
der oben genannten Autoren diskutierten Erklarung, daB die positive 
Phototaxis eine ,,pseudotopotaktische“ Orientierung darstellt, die durch 
die periodische Verdunklung der lichtperzipierenden Substanz (evtl. im 
sog. Photoreceptor) durch den Augenfleck zustandekommt. Dieselbe 
Substanz soll ohne Mitwirkung des Augenflecks die negative Reaktion 
verursachen, die eine phobische ist. 

Die Aufgabe der folgenden Versuche sollte sein, einerseits etwas tiber 
die Phototaxis von chlorophyllfreien Huglena-Arten mit oder ohne 
Stigma zu erfahren, andererseits die Absorption des Augenflecks in der 
lebenden Zelle zu bestimmen. 


Material und Kulturbedingungen 


Fiir die Versuche wurden folgende chlorophyllfreie Algenarten ver- 
wendet: 


Euglena gracilis var. bacillaris, ein chlorophyllfreier Stamm, der noch einen 
Augenfleck besa8. 

Euglena gracilis var. bacillaris Stamm PBZ-G4, eine mit Pyribenzamin apo- 
chlorotisch gemachte Huglena, die keine erkennbaren Mengen Carotin bildet und 
augenflecklos ist (GRoss, 1956)1. 

Astasia longa, nach PrinasHEem (1948) nahe verwandt mit Huglena gracilis, 
besitzt weder Augenfleck noch Photoreceptor. 

Dazu noch die beiden gritnen Arten: Huglena gracilis und Phacus acuminatus, 
ein nicht metabolischer Vertreter der Euglenaceen. 

Das Material stammte, mit der oben genannten Ausnahme, aus der Algensamm- 
lung des Pflanzenphysiologischen Instituts Gottingen (Prof. PRINGSHEIM). 


1 J. A. Gross, Los Angeles, danke ich fiir Uberlassung des Stammes. 
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Diese Flagellaten wurden in 10 ml Nahrlésung von der untenstehenden Zu- 
sammensetzung in Réhrchen unter sterilen Bedingungen kultiviert. Aus 14 Tage 
alten Kulturen wurden taglich neue Kulturen angelegt, indem 0,2 ml in 10 ml neue 
Nahrlésung iibertragen wurden, so daB besonders fiir die Phototaxisversuche standig 
gleich altes Material zur Verfiigung stand. Die chlorophyllfreien Arten wuchsen ent- 
weder im Dunkeln bei 22° C oder 
— wie die griinen Arten — unter 
normalen Lichtverhaltnissen bei 
gewohnlicher Zimmertemperatur 
heran. 


Hauptvarkuole 


2 Geihel- 
wurzeln 


Abb. 1a und b. Euglena gracilis var. bacillaris (farblos). 
Vorderende der Zelle mit Stigma und Photoreceptor an der GeiBelverzweigung 


Photoreceptor 


#4 


; Abb, 2a und b. Euglena gracilis var. bacillaris PBZ-G4 (farblos). 
Vorderende der Zelle ohne Stigma, aber mit Photoreceptor an der GeiBelverzweigung 


Nahrlésungen fiir: 


‘ Huglena gracilis (griiner Stamm) und Buglena gracilis var. bacillaris (farbloser 
Stamm mit Stigma) nach PrincsHEem: Natriumacetat 0,29, Pepton (aus Fleisch 
Merck) 0,29 , Fleischextrakt 0,2°%, gelést in Aqua bidest. 
Huglena gracilis var. bacillaris Stamm PBZ-G4 nach Gross, JAHN und Brrn- 
STEIN: Pepton (Merck) 0,5% (anstatt je 0,259, Trypton und Proteose-Pepton wie 
angegeben), Glucose 0,194, Natriumacetat 0,1°%, K,HPO,0,1%, Hefeextrakt 0. 02% 
MgSO, 7H,0 0,01%, gelést in Aqua bidest. py 7,5. ye 
Astasia longa nach PRINGSHEIM: Natriumacetat 0,194, Fleischextrakt Olea 
Pepton (Merck) 0,2°%, Hefeextrakt 0,2%, gelost in Aqua bidest. Der Hefeextrakt 
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wurde durch Autolysieren von Backerhefe bei 50° C fiir 24 Std und nachfolgendem 
Abzentrifugieren gewonnen. 

Phacus acuminatus nach Prrnesuem: Eine Spur lésliche Starke und ungefahr 
2 ml lehmige Gartenerde wurden mit 15 ml Leitungswasser bedeckt. 

Die Nahrlésungen mit Erde oder Hefeextrakt wurden im strémenden Dampf 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 min keimfrei gemacht, ohne diese Zu- 
sitze bei 1 Atm Uberdruck 20 min lang. 


Mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops (Olimmersion 90 x 12) lieBen 
sich bei den farblosen Euglenen die Strukturen an der GeiBelbasis, die 
fiir die weiteren Uberlegungen von Interesse sind, sehr schén darstellen. 


Photorecepror- 
freie Stelle der 
Geikelverzwe/gung 


Abb. 3a und b. Astasia longa. Vorderende der Zelle ohne Stigma und ohne Photoreceptor. 
Alle Aufnahmen im Phasenkontrastmikroskop (Olimmersion 90 x 12). VergréBerung ungefihr 1000 fach 


Vorsichtiges Absaugen der Flissigkeit legte die Organismen unter dem 
Deckglas fest. Die leicht zusammengedriickten Zellen lebten eben noch, 
was an dem pulsierenden Vacuolenkranz um die Hauptvacuole erkennbar 
war. 

Euglena gracilis var. bacillaris mit Augenfleck besitzt an der Stelle der 
GeiBelverzweigung eine Anschwellung, die Haye (1930) als Photo- 
receptor bezeichnet (vgl. WacER 1900, Mast 1927, CHADEFAUD 
u. Provasoit 1939, HoLLANDE 1942). Vgl. Abb. 1. 

Bei Euglena gracilis var. bacillaris PBZ-G4 lieB sich kein Stigma er- 
kennen, aber deutlich der Photoreceptor. Auch nach VAvra (1956) kann 
der Photoreceptor bei Verlust des Augenflecks erhalten bleiben, er stellt 
also ein vom Stigma unabhangiges Organell dar. Vgl. Abb. 2. 

Astasia longa zeigte weder Augenfleck noch Photoreceptor. Vgl. Abb. 3. 


Versuche 
A. Aktionsspektrum der Phototaxis 
1. Methodik 
Um die relative Wirksamkeit der einzelnen Wellenlangen fir die 


Phototaxis zu ermitteln, wurden die Schwellenwerte bestimmt; das 
sind die geringsten Lichtmengen bei den verschiedenen Wellenlangen, 
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die eben noch eine Ansammlung der Versuchsorganismen an der Vorder- 
wand einer Cuvette bei positiver und an der Riickwand bei negativer 
Phototaxis hervorrufen. Die Reziproken dieser Schwellenwerte stellen 
die relative Wirksamkeit dar. 


Versuchsanordnung: Als Lichtquelle diente eine Wildermuth-Leuchte (6V 5A)’ 
die itber einen Regeltransformator und zum Ausgleich der Spannungsschwankungen 
iiber einen Spannungskonstanthalter ans Netz angeschlossen war. Die Gliihbirne 
wurde so zur Frontlinse orientiert, daB ein méglichst paralleles Lichtbiindel die 
Leuchte verlieB. Im Abstand von 6 cm von der genau horizontal gestellten Leuchte 
folgte das Interferenzfilter fiir die betreffende Wellenlange, bei der der Schwellen- 
wert der Phototaxis gefunden werden sollte, dicht dahinter ein schwarzer Schirm 
mit einer runden Offnung von 6 cm Durchmesser. Nach 8 cm stand auf einem in 
der Hohe verstellbaren Tischchen eine rechteckige Cuvette (2 cm lang, 1 cm breit), 
die die Euglenenkulturprobe enthielt. Diese Cuvette erhielt an der Schmalseite 
zur Abschirmung des Streulichtes eine schwarze Blende mit einer 0,5: 1 em groBen 
Offnung, durch die nur die Fliissigkeit und nicht die Seitenwande der Glascuvette 
beleuchtet wurde. Zur Vermeidung von Konvektionsstr6mungen wurden nur je- 
weils 0,5 ml Kulturlésung in die Cuvette gegeben, so da der obere Meniskus der 
Fliissigkeit noch vom Licht getroffen wurde. Zur Messung der Lichtintensitat 
folgte direkt hinter dieser Cuvette ein Selenphotoelement $50, das mit einem 
Multiflex-Galvanometer verbunden war. Bei der Bestimmung der Lichtintensitat, 
die durch die Strommenge iiber den Regeltransformator verandert wurde, wurde 
das Tischchen mit der Cuvette entfernt. Photoelement und Cuvette waren gegen 
Fremdlicht von auBen lichtdicht abgeschirmt. Zur Beobachtung der Ansammlung 
in der Cuvette diente ein Horizontalmikroskop, als Beobachtungslicht eine Mikro- 
skopierleuchte mit einem Schott-Filter RG 9 (durchlassig fiir Wellenlingen tiber 
700 my; schon nach den Angaben alterer Autoren ist Rotlicht fiir die Phototaxis 
nicht wirksam). Nach jeweils 6 min wurde festgestellt, ob eine Reaktion, d. h. An- 
sammlung an der Vorder- oder Riickseite der Cuvette stattgefunden hat. Um evtl. 
eintretende, nicht itibersehbare St6rungen zu vermeiden, wurde das Beobachtungs- 
licht nur fiir einige Sekunden eingeschaltet. Damit nicht Ermiidungserscheinungen 
und Adaptation die Schwellenwerte in héhere oder niedrigere Intensitatsbereiche 
verlegen, kam stets eine frische Probe der Euglenenkultur zum Versuch. Das Alter 
der Kulturen, die auf Phototaxis gepriift wurden, betrug 14—18 Tage. Fiir die Ver- 
suche stand eine Dunkelkammer mit einer konstanten Temperatur von 22° C zur 
Verfiigung. Soweit die Huglenen nicht im Dunkeln kultiviert worden waren, kamen 
sie vor Versuchsbeginn mindestens 2 Std lang ins Dunkle. 

Ausgewertet wurden relative Energieeinheiten. Diese lieBen sich errechnen, 
indem die auf dem Multiflex-Galvanometer abgelesenen Werte durch den fiir die 
entsprechende Wellenlinge aus einer Eichkurve entnommenen Wert der relativen 
spektralen Kmpfindlichkeit fiir diese Photoelemente dividiert wurde. Eine solche 
relative Energieeinheit entsprach ungefihr 0,6 erg/cm?/sec. Diese Zahl ergab sich 
durch Vergleich mit einer geeichten Thermosiiule (E 20, Kipp). Die Werte fiir die 


relative spektrale Empfindlichkeit, die aus den Schwellenwerten — gemessen in 
relativen Knergieeinheiten — gewonnen wurden, schwankten an den einzelnen 


Versuchstagen sehr stark. Um vergleichbare Werte zu erhalten, die sich zu einem 
Mittelwert zusammenfassen lieBen, muBten alle Werte der relativen Wirksamkeit 
auf die Wellenlinge 410 mu = 100% relativer Wirksamkeit bezogen werden. Daher 
muBte bei Versuchsbeginn immer zuerst der Schwellenwert fiir 410 mu und dann 
erst diejenigen fiir die anderen Wellenbereiche ermittelt werden. Aus allen diesen 
prozentualen relativen Wirksamkeiten ergaben sich schlieBlich die Mittelwerte, die 
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in den untenstehenden Diagrammen eingetragen sind. In den Bereichen, in denen 
ein. Maximum oder Minimum der relativen Wirksamkeit auftrat, wurden ungefahr 
je 10 Bestimmungen durchgefiihrt, in den anderen Bereichen entsprechend weniger. 

Als Fehlerquelle kann die Abschwachung der Lichtintensitat durch die Ab- 
sorption der gelblichen Kulturfliissigkeiten in Frage kommen. Es zeigte sich jedoch, 
da® z. B. bei der Nahrlésung fitr Huglena gracilis var. bacillaris (mit Stigma) zwischen 
400 my und 600 my bei 2 cm Schichtdicke eine stetige Absorptionsabnahme von 
77% aut 8% eintrat. Da aber bei 410 my die Schwellenwerte am geringsten sind 
(s. u.), konnte die relative Wirksamkeit der kiirzerwelligen Bereiche vielleicht etwas 
hoher liegen. 

Folgende Interferenzfilter (vorwiegend vom Typ IL der Firma Schott u. Gen., 
Mainz) dienten zur Isolierung der Wellenbereiche: 


Maximum der <i ’ Maxi , Teese 
Durchliissigkeit Dunhlt ciarot Ap oaths ti Durehiiesigkelt Durchléssigkett apse 
my % my % at 

389 25 11 455 47 12 
400 38 17 467 34 8 
410 47 17 476 40 10 
415 25 11 482 41 7 
425 28 9 486 40 “ 
430 42 14 495 33 14 
439 32 9 533 Boas ak | 40,5 
449 33 (eee | 


Unangenehm waren bei diesen Phototaxisversuchen die ,,Launen“ der Huglena- 
Arten. Luntz (1931, IJ) nannte bei seinen Versuchen mit Hudorina elegans diese 
plétzlich auftretende Tragheit der Kolonien, die auch auf optimale Lichtreize nur 
mit schwachen, unsicheren, schlecht orientierten Bewegungen reagierten, einfach 
ein ,, Versagen‘‘; er konnte diese Stérungen langere Zeit beobachten. Ohne Anderung 
der Kulturbedingungen verschwanden diese Stérungen plotzlich wieder. Tages- 
periodische Aktivitatsinderungen konnten bei den farblosen Euglenen mit Stigma 
nicht festgestellt werden; waren sie bereit zu reagieren, so taten sie dies sowohl 
nachts als auch tags. Dies ist bemerkenswert, da die griinen Huglena-Arten starke 
tagesperiodische Schwankungen zeigen (vgl. Pont 1948, Bruce u. PITrTENDRIGH 
1956). Bruckrr (1954) fand als einen fiir diese Schwankungen verantwortlichen 


_ Faktor die Kohlenséurekonzentration, die im Laufe eines Tages im Medium zu- 


und abnimmt. Vermutlich kommen auch noch jahreszeitliche Schwankungen der 
Bewegungs- und Orientierungsintensitaét dazu. In den Monaten November bis 
Februar war keine phototaktische Orientierung zu erzielen. 


2. Ergebnisse 


a) Aktionsspektrum von Euglena gracilis var. bacillaris 
mit Stigma 

Diese chlorophyllfreie Art mit Augenfleck reagierte stets nur negativ 
phototaktisch. Soweit beide Reaktionsarten vorhanden sind, verursachen 
hohe Lichtintensitéten negative Phototaxis, niedere dagegen positive. 
Aber hier gelang es selbst mit den allergeringsten Lichtintensitaten samt- 
licher Wellenbereiche, die mit dem Photoelement schon nicht mehr meB- 
bar waren, nicht, positive Reaktionen hervorzurufen. PRINGSHEIM (1937) 
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stellte fest, daB alle saprophytischen Flagellaten negativ zu reagieren | 
scheinen. Phototaxis komme aber nur den augenfleckfiithrenden Arten zu. 

Fiir den Wellenbereich um 410 my lagen die Schwellenwerte zwischen . 
0,7—2,5 relativen Energieeinheiten. Diese entsprachen also ungefahr ' 
0,4—1,5 erg/em?/sec. 

Ein stark ausgepriigtes Maximum der relativen Wirksamkeit liegt | 
bei 410 mu, nach beiden Seiten hin fallt die Empfindlichkeit stark ab. . 
Bei 449 und 476 my liegen kleinere Maxima. Uber 500 mu zeigt sich so | 
gut wie keine Wirksamkeit mehr. 
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Abb. 4. Euglena gracilis var. bacillaris, farbloser Stamm mit Augenfleck. Aktionsspektrum der 1! 
negativen Phototaxis. Abszisse: Wellenliinge. Ordinate: relative Wirksamkeit der Wellenbereiche, , 
bezogen auf 410 mu = 100%. Mittelwerte aus rund 4—10 Hinzelbestimmungen 


Die in Abb. 4 dargestellte Kurve zeigt eine starke Ahnlichkeit mit | 
derjenigen fiir die negative Phototaxis bei einem griinen Euglena gracilis- - 
Stamm, naimlich das Maximum zwischen 400 und 420 my und kleinere : 
Maxima bei 449 und 476 mu, wihrend das Aktionsspektrum fiir die : 
positive Phototaxis das Maximum bei 495 my zeigt (BUNNING u. SCHNEI- - 
DERHOHN 1956). 


Die negativ phototaktische Reaktion dieser chlorophyllfreien Eug- - 
lenen ist phobisch. 


b) Aktionsspektrum von HLuglena gracilis var. bacillaris 
PBZ-G4 

Dieser farblose Stamm hat seinen Augenfleck verloren, aber nicht den: 
Photoreceptor (Abb. 2). In einem ganz eng begrenzten Intensitiitsbereich | 
ist die Form positiv phototaktisch, dariiber negativ. Die Schwellenwerte : 
fiir die positive Phototaxis bei 410 my liegen zwischen 0,7—3,65 relativen ’ 
Energieeinheiten, ein Bereich, der mit dem fiir die negative Phototaxis: 
von Huglena gracilis var. bacillaris mit Stigma vergleichbar ist. 


Aktionsspektrum der Phototaxis chlorophylifreier Euglenen 295 


Das Hauptmaximum der relativen Wirksamkeit (Abb. 5) liegt auch 
hier bei 410 mu, der Abfall nach 400 mw hin ist allerdings recht schwach, 
nach 415 my aber sehr steil. Ein Nebenmaximum befindet sich bei 
425 mu. Dieses ist vergleichbar mit einem Nebenmaximum im Aktions- 
spektrum der positiven Phototaxis bei gritnen Euglenen (BUNNING u. 
SCHNEIDERHOHN 1956). Der weitere Verlauf der Kurve im UV wire sehr 
interessant, da Luntz (1931) fiir Chilomonas die Hauptempfindlichkeit 
bei 366 my gefunden hatte. 
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Abb. 5. Euglena gracilis var. bacillaris P BZ-G 4, farb- Abb. 6. Euglena gracilis var. bacillaris 
loser Stamm ohne Augenfleck. mit Photoreceptor. PBZ-G 4, farbloser Stamm ohne Augenfleck. 
Aktionsspektrum der positiven Phototaxis. Aktionsspektrum der negativen Phototaxis. 


(Erklarung s. Abb. 4) (Erklarung s. Abb. 4) 


Die Aktionskurve fiir die negative Reaktion entspricht, soweit sie 
zwischen 400 und 455 my bestimmt wurde, derjenigen von Huglena 
gracilis var. bacillaris mit Augenfleck (Abb. 6). Der Gipfel bei 410 my 
ist sehr stark ausgepragt. Das Nebenmaximum bei 449 my ist nur 
schwach vorhanden. 


c) Phototaktisches Verhalten von Astasia longa 


Bei dieser mit Huglena gracilis nahe verwandten Art ohne Augenfleck 
und ohne Photoreceptor konnte keine Phototaxis festgestellt werden. 
Versuche wurden vorwiegend bei solchen Intensititen angestellt, die bei 
den beiden anderen Stémmen zu deutlicher Phototaxis gefiihrt hatten, 
und mit WeiBlicht auch bei hdheren. Mit den Angaben aus alteren Ar- 
beiten stimmt dieser Befund tiberein. Die von PrincsHErm (1948) ge- 
zogenen farblosen HLuglena gracilis-Kulturen, die sich weder morpho- 
logisch noch cytologisch noch physiologisch von Astasia longo unter- 
scheiden, waren ebenfalls nicht phototaktisch und besafen auch keine 
Verdickung an der GeiSelbasis. Das gleiche stellte Tprnerz (1912) an 
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einer hyalinen, augenflecklosen Huglenaform fest. Auch Matnx (1927) | 
fand, da® Astasia nicht phototaktisch reagierte. Vielleicht 1aB8t sich aber 
durch extrem hohe Lichtintensitat Phototaxis hervorrufen. Dies miBte : 
noch gepriift werden. 


B. Absorption des Augenflecks 
1. Versuchsanordnung 

Zur Messung der Absorption des Stigmas diente eine neue Apparatur ' 
fiir Mikroabsorptionsmessungen der Firma C. ZeiB, Oberkochen. Sie: 
besteht aus einem Monochromator (M4Q), einem Mikroskop mit achro- - 
matischem Kondensor und Hilfsbeleuchtung; nach dem Mikroskop folgt : 
der Sekundar-Elektronenvervielfacher mit Anzeigegerat wie beim Spek- - 
tralphotometer. 


100 
% 


Absorption 
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Abb. 7. Euglena gracilis var. bacillaris, farbloser Stamm. Die Absorption des Stigmas bei ein und der-* 
selben Zelle zu verschiedenen Tageszeiten, 10 Uhr und 14 Uhr, gemessen. Abszisse: Wellenliinge., » 
Ordinate: Absorption in % 


Eine runde Blende, durch die das monochromatische Licht nach Verlassen des 
Austrittsspaltes des Monochromators hindurch geht, kann in der Objektebene des: 
Mikroskops scharf abgebildet werden. Es entsteht dabei ein Lichtfleck in der Ob-: 
jektebene, der bei der hier angewendeten Blende (0,05 mm @) einen Durchmesser | 
von 0,0032 mm hat (gemessener Wert 0,0035 mm). Die Absorptionsmessungen wur- ' 
den mit der Olimmersion durchgefiihrt. Zuerst wurde das Anzeigegerit auf Voll-| 
ausschlag gebracht; der Lichtstrahl ging nur durch das leere Gesichtsfeld, also« 
durch das EKinbettungsmittel. Die Hilfsbeleuchtung erleichterte dann die Orien-: 
tierung des Augenflecks oder der zu messenden chlorophyllhaltigen Plasmapartie 
im Lichtpunkt. Bei ausgeschalteter Hilfsbeleuchtung konnte am Anzeigegerat die, 
Transmission in Prozent fiir den betreffenden Wellenlingenbereich abgelesen wer-: 
den. Jede Messung fiir einen bestimmten Wellenlingenbereich wurde fiinfmal\ 
wiederholt und dann aus diesen Werten der Mittelwert gebildet. 

Der Abstand der Wellenbereiche, deren Absorption bestimmt wurde, betrug, 
zwischen 405—510 my je 10 mu, von 510—550 mu je 20 mu und von 550—700 my, 
je 25 mu. 

Um in den lebenden Zellen die Beweglichkeit auszuschalten, wurden sie in eine un-) 
gefabr 10%, ige Gelatinelésung eingebettet. Bei den Euglenen stérte dann allerdingsy 
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die starke Metabolie, die beim Einschalten von Hilfsbeleuchtung oder monochromati- 
schem Lichtpunkt auftrat; aber im Dunkeln beruhigten sich die Organismen wieder. 

Die Absorptionskurven zeigten einen recht verschiedenen Verlauf. Selbst ein 
und dasselbe Stigma ergab unterschiedliche Absorptionskurven, wenn es zu ver- 
schiedenen Tageszeiten ausgemessen wurde (Abb. 7). Das hangt wohl damit zu- 
sammen, dafi der Augenfleck kein unverinderliches, einmal gebildetes Organell 
darstellt, sondern sich je nach dem physiologischen Zustand der Zellen umwandeln 
kann. Dabei braucht nicht an Anderungen im Pigmentgehalt gedacht zu werden. 
Schon Formanderungen, die mit Anderungen der Dicke verbunden sind, miissen 
in den gemessenen Kurven zum Ausdruck kommen. 

Die Zellen der jiingeren Kulturen hatten noch zu wenig Carotinoid in ihren 
Augenfleck eingelagert, um deutliche Absorption erkennen zu lassen. Erst mit zu- 
nehmendem Kulturalter farbte sich der Augenfleck starker aus und trat deutlicher her- 
vor. Zur Absorptionsmessung gelangten daher Zellen aus 3—4 Wochen alten Kulturen. 

In den Einzelkurven traten keine einheitlich ausgepragten Absorptionsmaxima 
hervor. Um ein Bild von der durchschnittlichen Absportionsleistung zu erhalten, 
wurde deshalb fiir jeden ermittelten Punkt einer Einzelmessung errechnet, um 
wieviel Prozent in bezug auf den Punkt der vorhergehenden Wellenlange die Ab- 
sorption zu- oder abgenommen hat. Aus diesen prozentualen Absorptionsdifferenzen 
lieB sich dann ein Mittelwert fiir jeden Wellenlangenbereich bilden. Die Summe 
dieser Mittelwerte (von 405 my bis zur betreffenden Wellenlinge) ergab dann ein 
Bild der durchschnittlichen Hauptabsorptionsgebiete des Stigmas. 


2. Ergebnisse 


a) Absorption des Augenflecks 
der chlorophyllifreien Euglena gracilis var. bacillaris 


Das Stigma war bei der farblosen Huglena im Durchschnitt 2,9 « lang 
und 2 uw breit (Mittelwert aus 12 Stigmen). Der Punkt des Priiflichtes 
hatte einen Durchmesser von 
3,2 u. So wurden auch neben 
dem Stigma liegende Zellteile 
wie Plasma, Vacuole und Pho- 
toreceptor mitphotometriert. 

Die in Abb. 8 dargestellte 
Kurve zeigt die Summe der 
Mittelwerte der prozentu- 
alen Absorptionsanderung von 
MeBbereich zu Mefbereich Xs — 
von 19 Binzelbestimmungen. AM%:§, len grace ra ea 
Keine dieser Einzelbestim- 
mungen lag mit ihrem Absorptionsmaximum unter 40% Absorption. 

Eine ausgepragte Kurve mit scharf hervortretenden Gipfeln ergab 
sich nicht. Von 405 my an erfolgt ein sanfter Anstieg bis 460 my. Die 
kleinen Erhebungen bei 420 und 440 my darf man wohl kaum als Sekun- 
darmaxima bezeichnen. Von 460 my an fallt die Absorption bis 600 my 
stetig ab. Weiter gegen das Langwellige zu bleibt die Durchlassigkeit 
konstant bei 95—100%, wie sich schon nach den ersten Messungen ergab. 


Summed. prozent. Abs. Zunahme ~ 


"¢00 450 500 550 mp 600 
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Abb. 9 und 10 zeigen eine chlorophyllfreie Huglena-Zelle, die mitt 
monochromatischem Licht von 540 my und 603 mu photographiert 
(Isolierung der Wellenbereiche geschah durch Interferenzfilter). Deutlich 
tritt die starke Lichtabsorption des Augenflecks bei 540 my hervor, 
wihrend bei 603 my der Augenfleck nur in geringem MaBe absorbier e,. 
aber immer noch etwas stirker als das umgebende Plasma. 


Abb. 9 Abb. 10 
Abb. 9. Euglena gracilis var. bacillaris. Aufnahme einer Zelle in monochromatischem Licht 
(Interferenzfilter) von 540 my, Olimmersion 90 x 12; VergréBerung ungefiihr 1000 fach | 


Abb. 10. Wie Abb. 9, jedoch bei 603 mu j 


Die Absorptionsmessungen, ebenso wie die Photographien in mono-. 
chromatischem Licht, zeigen also, daB der Augenfleck noch iiber 1 
Grenzbereich der phototaktischen Aktionsspektren hinaus (nimlich Be | 


540 und 600 my) absorbiert. 


ne 
x 
Ss 


Summe d. prozent. Abs. Zunahi 
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400 450 500 550 600 650 mu 700 
Abb. 11. Euglena gracilis, griiner Stamm. Absorption des Stigmas in verschiedenen Wellenbereichen, 


bestimmt in Quetschpriiparaten 
b) Absorption des Augenflecks der griinen Euglena gracilis 
in Quetschpraparaten 
Das Chlorophyll in den Chloroplasten stérte bei den Messungen an den 
griinen Arten, da es ebenfalls zwischen 400 und 480 my stark absorbiert. 
Obgleich das Vorderende der Euglenen im allgemeinen als chlorophyllfrei 


ee 
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bezeichnet wird, gelang es nie, reine Stigmaabsorptionskurven zu er- 
halten. Stets trat das zweite Maximum der Chlorophyllabsorption bei 
650—675 my hervor. Durch kraftiges Quetschen der Euglenen unter dem 
Deckglas wurde erreicht, da& der Augenfleck neben den anderen Zell- 
bestandteilen aus der Zellumhiillung austrat und so ohne Chlorophyll- 
uberlagerung photometriert wer- 

den konnte. Aus 20 Einzelbestim- 77 
mungen ergab sich die in Abb. 11 
dargestellte Kurve. Auch hier 


= 


SS 


liegt ein breiter Absorptions- RS ep 
riicken in der Gegend von 450 my, > 
der bis 625 mu hin absinkt. Aus- & 4a 


gepragte Maxima sind nicht zu 

erkennen. Die Kurve gleichtqua- 
litativ der in Abb. 8 dargestellten , 
von den farblosen Euglenen. RS 


500 550 600 650 mL 700 


Abb. 12, 
Euglena gracilis, griiner Stamm. Absorption im 
Bereich der chlorophylifiihrenden Zellteile 


c) Absorption des 
Augenflecks in lebenden 
Zellen von Huglena gracilis 
(griner Stamm) 
und Phacus acuminatus 


Wahrend bei den farblosen 
Euglenen die maximale Absorp- 
tion um 40% lag, ist sie bei den 
grinen Euglenen hédher (80%), 
wobei_beriticksichtigt werden 
mu, daB hier noch die Absorp- 


Absorption 


tion des Chlorophylls mitspielt. 400 450 +500 550 600 650 mp 700 
Gross, JAHN u. BERNSTEIN (1955) Abb. 13. Wie Abb. 12, jedoch Absorption 
hatten im Methanolextrakt von im Bereich des Augenflecks 


pyribenzamingebleichten Zellen, 
die noch ein Stigma besaBen, ebenfalls eine geringere Absorption im 
Bereich der Carotinoide festgestellt als bei griinen Staémmen. 

Die Ausdehnung des Augenflecks betrug bei den griinen Euglenen 
im Mittel 2,8 x2,5 w. 

In Abb. 12 und Abb. 13 sind je eine typische Absorptionskurve vom 
Stigmabereich und vom chlorophyllhaltigen Zellteil einander gegen- 
iibergestellt. Deutlich tritt hervor, da der Absorptionsabfall in der 
Kurve des Stigmabereichs bis 600 my flacher verlauft als in der des 
Chlorophylls, d. h. es findet eine Absorption im Stigma bis 600 my statt. 

Der nicht metabolische Vertreter der Euglenaceen, Phacus acuminatus, 
lieB sich besser photometrieren; allerdings ist bei ihm das ganze Stigma 
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von Chloroplasten umgeben. Der Augenfleck ist 5,7 3,2 w groB. Die 
beiden charakteristischen Absorptionskurven vom Stigmabereich und 
vom chlorophyllreichen Teil derselben Zelle (Abb. 14, 15) zeigen auch 
hier wie bei der griinen Huglena einen Absorptionsabfall von 460—480 mu 
an und eine stirkere Absorptionsabnahme des Chlorophylls als des 
Stigmabereichs bei 600 my. 


Diskussion 
Die vorliegenden Ergebnisse 
legen folgende Schliisse tiber das 
Zustandekommen der Phototaxis 
nahe: 


Absorption 


Die Lichtaufnahme, die den 
Reaktionsablauf der Phototaxis 
einleitet, findet in der GeiBel- 
verdickung an der Stelle ihrer 


Abb. 14. Phacus.acuminatus. Absorption im Gabelung, im Photoreceptor, 
Bereich der chlorophylifiihrenden Zellteile 


400 #50 500 550 600 650m 700 


statt. Bei der stigma- und photo- 
receptorfreien Astasia longa tritt 
namlich weder eine positive noch 
eine negative phototaktische Re- 
aktion ein. Dagegen reagiert aber 


Absorption 


50 die chlorophylifreie, stigmalose 
io Euglena gracilis var. bacillaris 
PBZ-G4, die an der GeiBel- 


SI 


verzweigung einen Photoreceptor 

besitzt, deutlich positiv und ne- 

Cap pe ia LR 1700 ©gativ phototaktisch. Die licht- 

Abb. 15, Wie Abb. 14, jedoch Absorption aufnehmende Substanz im Photo- 

im Bereich des Augenflecks receptor mtBte ein Absorptions- 

maximum bei 410 mu haben; 

denn hier liegt bei stigmafreien Formen das Maximum des Aktions- 

spektrums. Ebenso liegt hier auch das Maximum des Aktionsspektrums 
fiir die negative Phototaxis der griinen Formen. 

Diese negative Reaktion kommt ja in jedem Falle ohne die Mit- 
wirkung des Augenflecks zustande; denn es fehlt fiir sie eine ausgepragte 
Empfindlichkeit der Euglenen im Hauptabsorptionsbereich des Stigmas 
sowohl bei den griinen als auch bei den farblosen Stimmen mit und ohne 
Stigma (vgl. BUNNING u. SCHNEIDERHOHN 1956). Alle Reaktionen ohne 
Mitwirkung des Augenflecks deuten also auf eine Substanz, die bei 410 mu 
thr Absorptionsmaximum zeigt. 

Die positive Phototaxis laf&t sich nach den in der Einleitung zitierten - 
Autoren auf folgende Weise erkliren: Eine periodische Verdunklung » 
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des Photoreceptors, und damit auch der lichtempfindlichen Substanz 
mit ihrem Absorptionsmaximum um 410 my bei der Rotation der Zelle 
um ihre Langsachse durch verschieden dicke Zellteile bei der wie alle 
Euglenen etwas asymmetrisch gebauten Euglena gracilis PBZ-G4 oder 
in stérkerem Mae bei der griinen Euglena durch das Stigma, fiihrt so 
lange zu Reizen, die mit Anderung des GeiBelschlags beantwortet werden, 
bis eine Einstellung in die Lichtrichtung erfolgt ist. Es treten dann am 
Photoreceptor keine zeitlichen Intensitatsunterschiede mehr auf. Bei 
Anwesenheit eines Stigmas mu8 daher die positive Phototaxis ein wei- 
teres Maximum der Empfindlichkeit im Absorptionsbereich des Stigmas 
haben. Dies ist der Fall bei allen bis jetzt bekannten Aktionsspektren 
griner Flagellaten. Bei der stigmafreien Art kénnten vielleicht plas- 
matische Zellbestandteile und Zellumhiillung als Schattenspender 
_ wirken. Die noch unbekannte Absorption dieser Zellteile, die aber ver- 
mutlich vom UV gegen das langerwellige Gebiet zu abnimmt (daher die 
groBe Wirksamkeit bei 400 my), beeinflussen hier das von der licht- 
- empfindlichen Substanz abhaéngende Wirkungsspektrum der positiven 
Phototaxis. Das Nebenmaximum bei 425 my tritt sowohl bei der stigma- 
freien als auch bei der griinen Huglena auf und kénnte durch die Schatten- 
wirkung des Plasmas erklart werden, wiaihrend das stark ausgepragte 
_ Wirkungsmaximum der griinen Huglena im Bereich zwischen ungefahr 
460 und 500 mu durch die Schattenwirkung des Augenflecks verursacht 
_ wird. Jedenfalls ist es bemerkenswert, dai auch bei der stigmafreien 
Form das Aktionsspektrum der positiven Phototaxis deutlich von den 
Aktionsspektren der negativen Reaktionen verschieden ist. 


Die Aktionskurve der positiven Phototaxis mu sich aus dem Zu- 
sammenwirken der Absorption der lichtempfindlichen Substanz und 
der schattenwerfenden. Substanz ergeben. Uber 540 my zeigt zwar der 
Augenfleck noch deutliche Absorption, aber vermutlich nicht mehr 
die lichtempfindliche Substanz; denn bei keiner Form sind hier noch 
positive oder negative Reaktionen beobachtet worden. Bei 400 bis 
410 mu absorbieren sowohl lichtempfindliche Substanz als auch Stig- 
ma. Daraus kann sich das Nebenmaximum bei 403 mu (OLtmanns 1917) 
erklaren. 


Nicht ganz gesichert erscheint die Auffassung, da dieselbe Substanz sowohl 
die positive als auch die negative Phototaxis einleiten kann. Die beiden verschie- 
~ denen Aktionsspektren der stigmalosen Euglena, deren Schwerpunkt allerdings 

bei beiden im Gebiet um 410 my liegt, koénnten auch auf zwei verschiedene Sub- 
stanzen schlieBen lassen, von denen die eine die negative Phototaxis hervorruft 
und ein ausgepragtes Absorptionsmaximum bei 410 mu und zwei Nebenmaxima 
bei 449 und 476 my hat. Die andere lichtempfindliche Substanz zeigte ebenfalls bei 
410 my ihr Absorptionsmaximum, aber gegen 400 my zu ist der Absorptionsabfall 
nur gering und ein Nebenmaximum liegt bei 425 my, wie das entsprechende Wir- 
kungsspektrum der positiven Phototaxis der stigmalosen Euglena PBZ-G4 mit 

21* 
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Photoreceptor. Eine Reihe der alteren Autoren betont, daB die positive und die 
negative Phototaxis bei den Flagellaten durch zwei getrennte, entgegengesetzt ver- 
laufende Reaktionsablaufe verursacht werden (Lors 1906, Banororr 1913, 
Buper 1919, Luntz 1932, Marnx 1928, Matnx und Woxr 1940, Mast 1932). 
AuBenfaktoren konnten die positive und die negative Phototaxis in verschiedener 
Art und Weise beeinflussen, und die Starke der Reaktion, d.h. die Schwimm- 
geschwindigkeit und die Exaktheit der Orientierung nahm bei Volvox und Eudorina 
mit zunehmender Lichtintensitat vom Schwellenwert der positiven Phototaxis an 
zu, gegen den Indifferenzpunkt ab und stieg mit zunehmender Intensitat bei der 
negativen Phototaxis wieder an. Ferner stellten CHaDEFAUD u. PRovASoLt (1939) 
fest, daB der Photoreceptor sich aus einer chromophilen und einer chromophoben 
Substanz zusammensetzt. Da jedoch das Hauptmaximum fiir beide Reaktionen 
bei der stigmalosen Huglena um 410 my liegt, so ist wohl anzunehmen, da8 zum 
mindesten das erste Glied der positiven und der negativen Reaktionskette, namlich 
die Lichtreizaufnahme, dasselbe ist. Bei entsprechenden Lichtintensitaéten fiihrt | 
dann eine periodische Beschattung oder Belichtung der lichtempfindlichen Sub- 
stanz zu den weiteren Stufen der positiven Reaktion, wahrend eine Belichtung der ' 
lichtempfindlichen Substanz mit héheren Intensitiaten, unabhangig von einer Be- 
schattung durch den Augenfleck, zu den negativen Reaktionen fiihrt. Beim stigma- 
losen Stamm ist die positive Phototaxis nur in einem ganz kleinen Intensitats- | 
bereich méglich, was mit der geringen Fahigkeit einer Schattenbildung einer augen- 
flecklosen Zelle zusammenhangen kénnte. 


Der Schwerpunkt der Absorption des Stigmas lag bei den spektral- . 
photometrischen Bestimmungen in lebenden Zellen und in Quetsch- . 
praparaten bei 460 mu. Bei 405 my zeigte sich noch eine relativ hohe : 
Absorption, die im langwelligen Gebiet erst nach 600 mu aufhérte. Um: 
welches Carotinoid es sich hier handelt, kann nicht gesagt werden, denn 
in den lebenden Zellen wurden auch alle die Zellbestandteile mitphoto- - 
metriert, die in der Umgebung des Stigmas lagen, wie Plasma, Vacuolen 
und Photoreceptor; zudem unterscheiden sich die Absorptionskurven 
der Stigmen verschiedener Zellen stark. Die von Gross, JAHN und 
BERNSTEIN (1955) angegebene Absorptionskurve im Bereich von 400 
bis 550 my der Pigmentextrakte verschiedener farbloser Euglenen- 
stimme stimmt mit der vorliegenden Bestimmung recht gut iiberein. 
Allerdings deuten sie nicht auf Astaxanthin (vgl. Lworr u. Lworr 
1930, HurNER u. Provasoxt 1951), das in Euglena heliorubescens und 
Haematococcus pluvialis gefunden worden war (TIscHER 1944) und das 
im Bereich von 500 mu sein Maximum hat. Qualitativ ist die Absorption. 
des Augenflecks von farblosen und von griinen Euglenen gleich (vgl.. 
GOODWIN and JAMIKORN 1954). 


PRINGSHEIM (1956) halt es fiir méglich, daf der Photoreceptor Lactoflavin ent-; 
halt, das als Sensibilisator in phototropischen Reaktionen bekannt ist. Doch die 
Aktionsspektren der negativen und der positiven Phototaxis lassen keine Ahnlich-. 
keit mit der Extinktionskurve von Lactoflavin erkennen, die von 450 my nac 
400 my stetig abfallt. 


Ungeklart ist die Frage, weshalb die farblosen Euglenen mit Augen-: 
fleck nur negativ reagieren kénnen. 
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Zusammenfassung 


1. Ein chlorophyllfreier Stamm von Euglena gracilis var. bacillaris, 
der Augenfleck und Photoreceptor besaB, reagierte bei allen gepriften 
Wellenbereichen und Intensitéten nur negativ phototaktisch. Das 
Aktionsspektrum dieser negativen Phototaxis zeigte bei 410 mu ein 
Hauptmaximum und zwei Nebenmaxima bei 449 mu und 476 mu. Uber 
530 my trat praktisch keine Reaktion mehr auf. 

2. Der chlorophyllfreie Huglena gracilis var. bacillaris-Stamm P BZ-G4, 
bei dem kein Stigma, aber ein Photoreceptor vorhanden war, reagierte 
sowohl positiv als auch negativ phototaktisch. Die Maxima des Aktions- 
spektrums der positiven Phototaxis lagen bei 410 und 425 my. Von 
410 mu nach 400 my erfolgte ein nur geringer Abfall der relativen Wirk- 
samkeit der Strahlenbereiche. Das Aktionsspektrum der negativen 
Phototaxis entspricht dem von Huglena gracilis var. bacillaris mit 
Stigma. 

3. Astasia longa, die an der GeiBelbasis keine Verdickung (Photo- 
receptor) aufwies, reagierte nicht auf Licht. 

4. Die Absorption der Stigmen von chlorophyllfreien und griinen 
Euglenen und von Phacus acuminatus — in vivo und in Quetsch- 
praparaten gemessen — lag mit ihrem Schwerpunkt bei 460 mu und 
reichte bis 600—625 mu. 

5. Die gefundenen Tatsachen fiihren zu folgendem Bild: Die positiven 
und die negativen Reaktionen werden durch Lichtaufnahme im Photo- 
receptor hervorgerufen. Die negative (phobische) Phototaxis kommt 
ohne Mitwirkung des Stigmas zustande. Die positive Reaktion ist, 
wenigstens bei den griinen Formen, nur bei periodischer Verdunklung 
des Photoreceptors durch den Augenfleck méglich. Es ergibt sich daher 
fiir diese Reaktion eine starkere Wirksamkeit der vom Stigma ab- 
sorbierten Wellenlangen. DaB eine Lichtabsorption im Stigma allein 
aber keine Reaktion bedingt, geht aus der phototaktischen Unwirksam- 
keit von Wellenlangen iiber 530 my hervor, die vom Stigma noch stark 
absorbiert werden. 


Herrn Professor Dr. Erwin Biwnine danke ich herzlich fiir die Anregung zu 
dieser Arbeit und fiir sein stetiges Interesse an den Untersuchungen. 
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Uber die negativ-phototaktische Reaktion von Euglena 


Von 
ERWIN BUNNING und MASASHI TAZAWA* 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 31. Marz 1957) 


In einer vorhergehenden Arbeit (BUNNING u. SCHNEIDERHOHN) wurde 
aus den Beobachtungen geschlossen, daf (entsprechend einer schon von 
mehreren alteren Autoren entwickelten Anschauung) nur bei den positiv- 
phototaktischen Reaktionen von ELuglena, nicht aber bei den negativen 
Reaktionen der Augenfleck eine Bedeutung hat. Bei der Fortsetzung 
dieser Untersuchungen konnte G6ssEL noch klarere Argumente fiir diese 
Ansicht bringen. Der Augenfleck absorbiert noch in Bereichen (zwischen 
530 und 600 mu), die keine phototaktische Wirkung mehr haben. 
GOSSEL zeigte weiterhin, daB alle negativ-phototaktischen Reaktionen 
(bei den von ihr untersuchten chlorophyllfreien Formen) durch ein 
Aktionsspektrum mit einem sehr ausgepragten Maximum um 410 my 
ausgezeichnet sind (wahrend das Hauptmaximum der positiven Re- 
aktionen grinmer Euglenen ja etwa zwischen 480 und 500 my liegt). 
Auch bei den griinen Euglenen liegt das Maximum des Aktionsspektrums 
der negativen Reaktion nach BUNNING u. SCHNEIDERHOHN zwischen 400 
und 420 mu. (BUNNING u. SCHNEIDERHOEN hatten zwischen 400 und 415, 
d.h. bei genau 410 mu, keine Messung vorgenommen.) Offensichtlich 
erfolgt also im Photoreceptor der GeiBelbasis die entscheidende Ab- 
sorption in einer Substanz mit einem Absorptionsmaximum um 410 mu; 
diese Substanz absorbiert zum Langwelligen hin bis etwa 530 mu. 

Die positive Phototaxis setzt die periodische Beschattung des Photo- 
receptors durch den Augenfleck voraus, dessen Absorptionsmaximum 
etwas weiter im Langwelligen liegt, so daB das Maximum der positiven 
Reaktion zum Langwelligen verschoben ist. Wo der Photorezeptor stark, 
der Augenfleck nur maifig absorbiert (bei 400 mu, vgl. BiNNING u. 
SCHNEIDERHOHN), kann nur negative Reaktion erfolgen. Wo der Augen- 
fleck noch deutlich, der Photoreceptor aber nicht mehr absorbiert 
(zwischen 530 und 600 my), kann iiberhaupt keine Reaktion eintreten. 

Ks sei ausdriicklich betont, daf& hiermit nur die schon aus anderen 
Beobachtungen abgeleiteten Vermutungen alterer Autoren (die nicht 
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unwidersprochen geblieben waren) bestatigt wurden. Uns schien es nun 
aber doch noch wichtig zu sein, genauer zu priifen, ob die negative Photo- 
taxis (im Gegensatz zu den topotaktischen bzw. pseudo-topotaktischen 
positiven Reaktionen) den bei der Richtigkeit dieser Uberlegungen zu 
vermutenden rein phobischen Charakter zeigt. 


Methodik 


Zur Beobachtung der Reaktionen diente folgende Versuchsanordnung: Die 
Huglenen (£. gracilis) wurden mit einer Pipette zwischen Deckglas und Objekt- 
trager gebracht. Der Abstand dieser beiden Glaser betrug etwa 1 mm. Hin Farb- 
filterglas lag auf dem Objekttisch des Mikroskops in der Weise, daB ein Teil der im 
Gesichtsfeld des Mikroskops sichtbaren Euglenen weifes Licht erhielt. Das farbige 
Licht stellte physiologische Dunkelheit dar; denn es wurde das gelbe Filterglas 
OG 5 (2 mm dick) der Fa. Schott u. Gen., Mainz, benutzt. Es ist phototaktisch un- 
wirksam, gestattet aber leicht ein Verfolgen 
der Euglenen-Bewegungen. Diese Bewegun- 
gen wurden mit einem Zeichenapparat fest- SS 
gehalten. 

Die Lichtintensitét konnte mit einem 
Transformator reguliert werden. Wir geben a 
Sie, soweit notig, in relativen Werten an, 
die sich auf Skalenteile des Transformators hell ne gunke/ 


beziehen. Um Warmeeffekte zu vermeiden, hohe Intensitat 
wurde zwischen Lampe und Algen eine 1,2 cm 

dicke 5%ige CuSO,-Lésung gebracht. Die 
Versuchstemperatur betrug 22—23°. 


Experimenteller Teil 


a) Verhalten beim Schwimmen 
aus dem ,,Dunkeln“‘ ins Helle 


o 


Bei einer bestimmten, zunachst 
gewahlten Lichtintensitat (relativer 
Wert = 6; tiber die erforderliche ab- 
solute Intensitét vgl. BUNNING u. 
ScHNEIDERHOHN) zeigten fast alle hell _ 1, __dunkel 
Zellen negativ-phototaktische Reak- ye /nfensitat 
a Zell Bowceungen, oie Abb. 1. Verhalten der Euglenen beim 
auftreten, wenn die Euglenen vom  schwimmen vom Dunkeln ins Helle; a bei 
gelben (also fiir sie dunklen) Gebiet — boherer, ? Soe ee ve cab 
zur Grenze des hellen Feldes kommen. 

Die Zellen fiihren ein oder zwei Schock-Reaktionen aus und ge- 
langen dabei ins Dunkle zuriick, weil meist eine Drehung um etwa 
180° erfolgt ist. Dieses Verhalten kann den Eindruck von topischen Re- 
aktionen machen. Aber dieser Typ von Reaktionen tritt nur ein, wenn 
das Vorderende des Kérpers bei der Schock-Reaktion ins Dunkle ge- 
langt. Da sich die Schock-Reaktionen in kirzeren Abstanden wieder- 
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holen kénnen (Abb. 1a, zweites Beispiel), ist dieses Erreichen des dunklen | 
Feldes relativ leicht und unter den gewahlten Bedingungen in den meisten | 
Fallen gewahrleistet. Ausnahmsweise aber drehen sich einzelne Individuen | 
so, daB sie zwangslaufig im hellen Feld bleiben. Das ist der Fall, wenn | 

die Euglenen schon zu weit ins helle : 
Feld hineingeschwommen sind, ihr: 
| Vorderende also bei der Schock- 
Reaktion nicht wieder ins Dunkle: 
gelangen kann. 


ape | 
Exe i ae 
| bye ~ a Py tl | 
} 
amen mn oh 
a ee i 
Be hell gunkel 
hell gunkel = bef Versucksantt | bei Versuchsantang 
ei Versuchsank "bef Versuchsantang 
hell te dunkel hell ___unkel 
be/ Versuchsende be/ Versuchsende be/ Versuchsende be/ Versuchsende 


Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2. Verhalten der Euglenen bei plétzlicher Verschiebung des dunklen Feldes. Die Anderung wurde | 
so vorgenommen, dafi die Dunkelheit plétzlich hinter den Zellen lag. Die im Dunkeln zuriickgelegten | 
Wege wurden punktiert gezeichnet 


Abb. 8. Wie Abb. 2, jedoch wurde die Anderung so vorgenommen, da die Dunkelheit plétzlich vor 
den Zellen lag 


Durch die Lichtintensitaét kann beeinfluBt werden, ob die Reaktion 
in dieser oder in jener Weise erfolgt. Wurde die Lichtintensitat auf 
etwa 3% der vorher genannten verringert, so zeigte sich haufig das in 
Abb. 1b wiedergegebene Verhalten. Das ist versténdlich, weil bei diesem 
maBigen Gefalle vom Dunkeln zum Licht die Schock-Reaktion natiir- 
lich leicht ,,zu spat‘ eintreten kann. 
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b) Verhalten bei plétzlicher Erhellung des Feldes 
- Das Resultat konnte nun noch auf andere Weise geprtift werden. Das 
Gelbfilter (also das ,,dunkle“‘ Feld) wurde durch Bedienung des Kreuz- 
tisches ruckartig verschoben. Dadurch kamen die Euglenen weit von 
der Filterkante entfernt inmitten dés hellen Feldes. Die dann auftreten- 


den Reaktionen werden ] 


durch die in Abb. 2 wieder- 
gegebenen Beispiele veran- 
schaulicht. Es zeigen sich 
Schock-Reaktionen, bei 
denen schlieBlich nur etwa 
die Halfte der Individuen 
ins ,,Dunkle“  gelangte. 
Dieses Ergebnis zeigte sich 
sowohl dann, wenn das 
Filter entgegengesetzt zur 
vorherigen Bewegungsrich- 
tung der Euglenen (Abb. 2), 
als auch dann, wenn es 
gleichsinnig mit dieser vor- 
herigen Bewegungsrichtung 
der Zellen (Abb. 3) ver- 
schoben wurde. 

Die Orientierungsfahig- 
keit geht also unter diesen 
Bedingungen verloren. 


c) Verhalten beim 
Schwimmen aus dem Hellen 


ins Dunkle 
Euglenen, die sich zu- hell ‘ae akel 
nachst im Hellen befunden 
hatten und darin nach Abb. 4. Verhalten der Zellen, wenn sie zufallig aus dem 


Hellen ins Dunkle gelangen (keinerlei Reaktionen beim 


einiger Zeit die anfangs ea aicron deere) 


beobachtbaren Schock- 

Reaktionen eingestellt hatten, traten ohne Schock-Reaktionen und 
ohne ein sonstiges Zeichen der Beeinflussung durch den Wechsel der 
AuSenbedingungen ins dunkle Feld ein, sofern sie zufallig in dieser 
Richtung schwammen (Abb. 4). 


Besprechung der Ergebnisse 
Die Ergebnisse passen zu der Annahme, daB bei unperiodischer Be- 
leuchtung des Photoreceptors nur negative, phobische Reaktionen. ein- 
treten kénnen. Es liegt natiirlich nahe, so auch eine Erklarung des 
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Umschlagens von positiver zu negativer Reaktion bei steigender Licht- | 
intensitat zu suchen: Ist die Lichtintensitat hoch, so dringt so viel Licht: 
durch den Augenfleck hindurch bzw. an ihm vorbei zum Photoreceptor, , 
daB es nicht mehr zur physiologisch wirksamen periodischen Ver-. 
dunklung kommt, eine Bedingung, die ja fiir Wellenlangen um 400 my. 
(vgl. Einleitung) bei unserem Material ohnehin auch schon bei schwacher | 
Lichtintensitaét gegeben ist. Die Tatsache, daB chlorophyllfreie Formen 
auch beim Vorhandensein des Augenflecks nur negative Reaktionen zu} 
zeigen pflegen, kénnte analog durch die Annahme erklart werden, da! 
nur beim Vorhandensein von Chlorophyll der Zutritt von Streulicht zum} 
Photoreceptor vom basalen Zellende her ausreichend verhindert werden) 
kann. Das aber ist fiir den angenommenen Mechanismus der positiven) 
Phototaxis, d.h. fiir die physiologisch wirksame periodische Verdunk-. 
lung des Photoreceptors durch den Augenfleck notwendig. 

Aber wir miissen, ahnlich wie BupER (1919), zugeben, daB es viele: 
Tatsachen gibt, die nicht ohne weiteres in ein solches Schema passen. 


Zusammenfassung 


Die negativ-phototaktischen Reaktionen von Euglena gracilis sind! 
reine Schock-Reaktionen. Beim Schwimmen zu ausreichend hohen Licht-- 
intensitaéten oder bei plotzlicher Erhéhung der Lichtintensitaét im Ge-- 
samtfeld tritt eine solche Reaktion auf. Die weitere Schwimmrichtung: 
ist von der Richtung des Gefalles der Lichtintensitét unabhingig. 

Das Ergebnis spricht fiir die Annahme, da8 nur bei physiologisch: 
starker periodischer Verdunklung des Photorezeptors (meist durch den: 
Augenfleck) positive Phototaxis eintreten kann, wahrend sonst der1 
Lichtzutritt zum Photoreceptor ausschlieBlich negative Reaktionen: 
bedingt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Férderung diesers 
Untersuchung. 
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Patterns of Accumulation Resulting from Taxes and 
Changes in Motility of Micro-Organisms 


By 
RopERICcK K. CLAYTON * 


With 11 figures in the text 


(Hingegangen am 3. April 1957) 


Evidence of tactic responses has been obtained most commonly by 
observing patterns of congregation in suspensions of micro-organisms. 
Such patterns are often complex and variable; their interpretation 
requires a careful analysis of several factors: tactic responses, changes in 
motility, and such physical effects as diffusion and convection. Usually 
it is necessary to examine the behavior of individual cells under the 
microscope in order to assess these factors. Since past investigators have 
not always taken them into account, the validity of their conclusions 
should in some cases be questioned. 


The purely physical effect of diffusion can be demonstrated as follows: A dilute 
suspension of india ink is placed in a dish, forming a layer about 1/, mm thick. A 
few grains of sugar are placed carefully in the suspension; in a short time the india 
ink particles are seen to withdraw from the neighbourhood of the sugar crystals; we 
observe a “‘negative chemotaxis of india ink particles to sugar’’. The sugar molecules 
have a greater average momentum (owing to their greater mass) than do the water 
molecules; this momentum is transferred to the india ink particles, which are 
““pushed back’’ as the zone of diffusion of sugar advances. 

The “‘trapping”’ effect of a decrease in motility is shown dramatically in the follow- 
ing experiment: A suspension of the photosynthetic bacterium Rhodospirillum 
rubrum is placed on a microscope slide, in a sealed chamber 1/,mm thick. The 
preparation is kept in the dark for one hour; at the end of this time all dissolved 
oxygen has been reduced. The cells have now become immotile, and will remain so 
unless they are illuminated. A narrow rectangle of light is now projected onto the 
preparation, and the distribution of cells is observed at intervals. The result is 
shown in Fig. 1; during the first few seconds a pattern suggesting negative photo- 
taxis develops. This pattern is replaced, within the first minute, by a pattern of 
positive phototaxis. If the experiment is repeated with a preparation which has 
been illuminated for one minute prior to the test, a pattern of positive phototaxis 
develops smoothly and no “negative” pattern appears. The foregoing effects are 
explained as follows: If one begins with an immotile preparation, the first effect of 
light is to arouse motility in the illuminated region. The motile cells tend to swim 
out of the bright rectangle; even if most of them respond phototactically (with a 
reversal of swimming direction) at the boundary, the bright region will become 


* Present Address: Unit for Microbiology, Department of Biochemistry, Oxford 
University, England. 
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vacated, since no cells are entering it. Presently the motility of cells in the dark : 
region rises, since some light is scattered into this area, and a “positive” pattern , 
develops as the factor of taxis begins to outweigh that of differential motility. 

Our purpose in the present paper is to analyze in a semiquantitative ; 
way the factors of taxis and motility, and thus to provide a basis for under- . 
standing some of the patterns of accumulation which are observed in . 
suspensions of micro-organisms. 


/o" 20" 40" 60" 
Fig.1. Response of a suspension of Rhodospirillum rubrum to a rectangular zone of illumination, , 
Times denote seconds of illumination; cells are initially immotile 


Analyses 
A. Idealizations 


Let us imagine (see Fig. 2) a flat (two-dimensional) layer of a suspension | 
of micro-organisms, divided into “‘left’’ and “‘right’’ regions by a sharp | 
boundary. The cells move either toward the left or toward the right (per- . 
pendicular to the boundary) and in no other direction; they are restrained . 
from crossing the boundary only through the occurence of tactic responses. . 
Assume that conditions in the right-hand region induce a positive taxis: | 
a cell impinging on the boundary from the right may be reflected, while | 

one impinging from the left is always trans- | 


Left Right mitted. Let the fraction thus reflected be : 

> eet denoted 2; this is a measure of tactic: 

ee N peer ta effectiveness ranging from zero to unity. The : 

oie cells swim in the right-hand region with | 
speed V and in the left-hand region with 

an ros speed v; when a cell crosses the boundary 

axle its speed changes abruptly from v to V or 

Fig. 2. Explanation in text vice versa. A moving boundary will be treated 


from the point of view of an observer moving - 

with the boundary; the speeds » and V will be altered appropriately. 

We have assumed here that a) the boundary is perfectly sharp, with 
constant speeds v on one side and V on the other, and b) the cells do not 
suffer spontaneous reversals in swimming, nor do they have directions 
other than those shown; the tactic response is a single reversal of swimm- 
ing direction. 

Departures from these idealizations will give the edges of patterns a 
diffuse appearance; this point will be discussed later. 
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B. Stationary boundary 
We shall examine first the case in which a stationary boundary is 
created suddenly in a region of uniform distribution: initially, equal num- 
bers of cells are moving in each direction, in each region. Consider the 
cells moving from right to left in the right-hand region; as they cross the 
boundary they become spaced more closely if v < V and less closely if 
v > V (Fig. 3a). Thus the density of these cells changes from an arbitrary 
value of unity to a value of V/v upon crossing the boundary (Fig. 3b). 
Similarly the density of cells moving from left to right changes from 


Lhitial 


Fig. 3. Explanation in text 


unity to v/V upon crossing the boundary. Finally, the “wave’’ of cells 
moving to the left is split at the boundary (because of taxis) into a 
“reflected’’ portion of density x, and a transmitted portion of density 
(1 — x) (V/v); here the factor “1 — x” represents the fraction trans- 
mitted and the factor ““V/v’”’ arises from the change in speed. 

Combining these considerations, we have the situation represented in 
Fig. 4a and b, in which the “‘left to right wave” and the ,,right to left 
wave” are portrayed separately and then superimposed to yield a 
portrayal of the density. We note that the boundary is bordered by 
zones, spreading with speeds v and V respectively, in which the density is 
greater or less than that in the surrounding areas. The densities in these © 
zones are given by 

h=14+(1—2)(V/jv) and H=1+4+2+40//; (1) 
H is greater than h if v/V is greater than 1— a, and vice versa. If 
# = 1 —»/V there is no visible effect; the factor of taxis is exactly com- 
pensated by that of differential motility. 


C. Randomization 
The foregoing effects are altered by the fact that the cells are actually swimming 
with varying speeds and in various and continually changing directions. This ‘‘ran- 
domization”’ can be treated roughly as follows: Imagine a population of cells moving 
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either to the right or to the left, with speed V. Denote position by the spatial coordi- 
nate z, which increases to the right. Let the density of “left — right” cells be y,' 
and that of “right — left’’ cells be w. The differential equations of motion are then: 


ot 
ay by ; (2) 
eS ee Reipelae 


in each of these the first two terms represent the flux and conservation of cells.. 
The third term represents the conversion of “left — right”’ cells to ,,right — left” 
cells and vice versa; « is the probability per unit time that a cell will become reversed. | 
This term, then, expresses the randomization produced by spontaneous reversals: 
of swimming direction; it also expresses crudely the fact that cells are knocked: 
about by collisions and brownian movement. 


tL" 


[7- 


SS 


SOS 


aecee 


erences 
ae 


Fig. 4. Explanation in text 


The substitutions o0=y + wand o = y — w in equations (2), and a separation 
of the variables through further differentiation with respect to ¢ and z, yields 
0@ Ge 0@ 
ae tea = ae, 6) 
in which g is the density of cells. This is the equation of a damped plane wave of 
amplitude 9; for our purposes it is best interpreted pictorially (Fig. 5). Here we 
portray a cluster of cells, initially present in uniform density over a limited region,) 
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so that the “density profile” is rectangular. Half of the cells move in one direction 
and half in the other; the evolution of the density profile is shown in Fig. 5a for 
no randomization (« = 0), in. Fig. 5b for moderate randomization, and in Fig. 5c 
for strong (large «) randomization. 


Loitial 
Later 
SHH 
Later 
No randomization ( etrong randomization 
a 
Cc 


Fig. 5. Evolution of density profiles, illustrating the effects of randomization. Explanation in text 


Fig. 6. Evolution of density profile at a stationary boundary (see text) 
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Fig. 7. Explanation in text 


Applying these results to the case of a stationary boundary discussed 
earlier, we modify the density profile of Fig. 5b to the form shown in 
Fig. 6, the quantities h and H (see equations 1) remaining unchanged. 


D. Moving boundary 


Adopting the point of view of an observer moving with the boundary, 
this case can be treated by considering the speeds of the cells relative to 
the boundary, as shown in Fig. 7a for the case where u, the speed of the 
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boundary, is less than v or V. If wu < v or V, the behavior is essentially 
the same as that with a stationary boundary, except that the “motility 
factor gains in preponderance over the “‘taxis” factor. For compensation 


(no effect), = (1 — v/V)/(1 + u/V). 
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Fig.8. Evolution of density profile at a moving boundary, illustrating an effect analogous to a shock 
wave (see text) 


When u = v or JV, special effects analogous to shock waves are predic- 


ted, as illustrated in Fig. 8. 


Finally, if the boundary outstrips the cells (wu > v or V), the cells have 
speeds relative to the boundary as shown in Fig. 7b. The density profile is 
similar to that of Fig. 6, but the zones of altered density lag behind the 
boundary. Also the possibility of — 
a taxis which is positive on the left | 


Fig. 9. Evolution of density profiles behind a 
boundary which spreads from a core; boundary 
moves faste than individual cells (see text). 


(reflection of cells striking the 


boundary from the left) cannot be 


realized, since no cells cross the. 


boundary from left to right. This 


case arises during the first few 
seconds after a soluble crystal is | 


placed in a suspension of cells. 


Here the boundary does not appear ' 
suddenly ; ratherit expandsradially — 
from a small core comprising the | 
crystal. Analysis of this situation | 
leads to the density profiles shown _ 


in Fig. 9; 
predicted if the cells are negatively 
chemotactic to the diffusing sub- 
stance (positive taxis on the right, 


the upper profile is. 


in the previous analyses) and if | 
v/V >1—2a; the lower profile 
arises when v/V < 1—2«. In the absence of taxis these relations. 
become v > V (upper profile) and v < V (lower profile). It should be 
noticed that if w > v, the patterns are just the reverse of what one 
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might expect. Thus if V > v one would expect a greater density of cells 
within the boundary; this zone of greater density will actually exist, but 
in a small core which might escape detection. The predominant aspect of 
the pattern will then be a broad zone of diminished density, suggesting a 
negative chemotaxis or v > V. 


Applications 


The foregoing material was developed in connection with a study of the 
chemotaxis of Rhodospirillum rubrum, to be described in a subsequent 
paper. The experimental procedure involved the introduction of solid 
reagents into suspensions of Rh. rubrum, mounted on slides in layers 
*/,mm thick. To obtain information on the diffusion of the dissolving 
reagent, colored crystals were placed in layers of water !/, mm thick and 
the spreading of the color was observed. Tests with potassium perman- 
ganate, sodium dichromate, and methylene blue revealed that the colored 
area possessed a sharp boundary which spread concentrically, with a 
speed roughly equal to 

b= pyarmmsee, (4) 


where D is the diameter of the colored zone in millimeters and M is the 
molecular weight of the diffusing substance. With poorly soluble sub- 
stances, such as dinitrophenol, a sharp boundary could not be seen. 
Under optimum conditions (in the absence of an inhibiting substance) 
the individual cells of Rh. rubrum swam with a mean speed of about 
0.05 mm/sec. For a diffusing substance of molecular weight 100, w= 


a 


dean 


Fig. 10. Development of accumulation patterns in the neighbourhood of a soluble crystal (see text). 
Times denote seconds after the introduction of the crystal 


0.05 mm/sec when D = 4.8 mm. Most of the reagents tested were of mole- 
cular weight approximately 100; thus in most cases the boundary of 
the “diffusion zone’ outstripped the individual bacteria as long as the 
diameter of the boundary was less than about 5mm. The movement 
of the boundary was usually so slow as to exert a negligible influence 
when its diameter was greater than 10 mm. 

In practice, the development of density profiles following the introduc- 
tion of soluble reagents was as shown in Fig. 10. At the start (a), when the 

22* 
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boundary was spreading rapidly (u > v or V), the pattern was invariably 
that of a clear zone with a sharp boundary; we conclude that here the 
predominant effect was a transfer of momentum from the diffusing mole- 
cules to the cells, pushing them outward. As the clear zone attained a 
diameter of a few millimeters, it acquired a dense border (b); this effect 
is predicted when wu = V (Fig. 8). As the diffusion zone increased in size 
and the rate of movement of its boundary slowed, the pattern assumed 


Immotile 


E 
Fig. 11. Typical accumulation patterns arising from chemotaxis and differential motility in the 


neighbourhood of a soluble crystal. The boundary of the ,,diffusion zone“‘ moves more slowly than do 
the individual cells 


one of a variety of aspects (c), depending upon the tactic responses and 
changes in motility which were induced by the reagent. If the reagent was 
sparingly soluble, the evolution of the density profile was variable and 
often unclear, but the final pattern was usually stable and susceptible of 
description. 

The final pattern can exhibit many forms, as determined by the effects 
at a stationary boundary (Fig. 6) and by the distribution of cells during ~ 
the development of the pattern. The five most common patterns, as seen 
in experiments with Rhodospirillum rubrum, are depicted in Fig. 11. 


Summary 


An analysis is made of the development of patterns of accumulation of 
micro-organisms, as governed by tactic responses, changes in motility, 
and the effects of diffusion. 

When a soluble crystal is placed in a suspension of micro-organisms, the 
first manifestation is the development of a clear zone surrounding the 


crystal. This effect is a physical one, produced by a transfer of momen- 
tum from the solute molecules to the organisms. 
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As the solute spreads and its boundary moves more slowly, the or- 
ganisms are distributed in patterns which depend upon the occurrence 
of tactic responses and the influence of the solute upon motility. A con- 
gregation in the zone occupied by the solute can correspond either to a 
positive chemotaxis or to an inhibition of motility by the solute. Conver- 
sely, a withdrawal from the solute can signal either a negative chemotaxis 
or an enhancement of motility by the solute. 

The proper interpretation of the patterns described in Figs. 10 and 11 
requires a microscopic study of individual organisms, in which the effect 
of the reagent upon motility is noted. 
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Uber das Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften 
Blatt im Ansechlu8 an die Impfung* 


Von 
ERIcH KOHLER 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 4. April 1957) 


Die bis jetzt vorliegenden Untersuchungsergebnisse tiber das Verhalten 
verschiedener Mosaikviren im geimpften Blatt in den auf die Impfung 
folgenden Stunden und Tagen lassen nunmehr, wie wir meinen, eine 
Auswertung nach einheitlichen Gesichtspunkten zu. Wenn auch noch 
manches zu tun bleibt, so beginnen doch die Hauptlinien sich ab- 
zuzeichnen und lassen die vorhandenen Kenntnisliicken deutlicher 
hervortreten. Dies soll im folgenden unter Heranziehung eigener und 
fremder Untersuchungen dargelegt werden. 


Versuchsmethode und Auswertung 

Die Methode war bei den zu besprechenden Versuchen der Abschnitte 
A bis C stets dieselbe: die Infektiositaét wurde mit dem Einzelherdtest, 
d. h. also auf die Weise gemessen, daB der Saft aus den durch Einreiben 
auf der Oberseite geimpften und dann abgespiilten Blattern in be- 
stimmten Zeitabstainden ausgepreBt und auf die Blatter geeigneter 
Testpflanzen verimpft wurde. Aus der Zahl der auf diesen Blattern er- 
scheinenden Infektionsherde (Einzelherde, single lesions) wird auf den 
relativen Gehalt des verimpften Saftes an aktivem Virus geschlossen. 
Danach 1a8t sich ein Bild des Infektionsablaufes gewinnen. 

In einem Abschnitt D werden die Ergebnisse serologischer Bestim- | 
mungen zu den in den vorhergegangenen Abschnitten gewonnenen Er- 
kenntnissen in Beziehung gebracht. 

Zur Auswertung mit der Kinzelherd-Methode wurde das graphische 
Verfahren angewandt: 1. wurden die gewonnenen Infektionszahlen in 
ein Koordinatensystem eingetragen, auf dessen Abszisse die Zeit in 
Stunden bzw. Tagen in linearer, auf dessen Ordinate die relative Infek- 
tiositat von 0,1—1000 in logarithmischer Abmessung aufgetragen ist 
(,,einfach-logarithmische Netz‘‘). 2. erfolgte die Eintragung in das 
, doppelt-logarithmische Netz‘‘, bei dem auch die Abszisse eine logarith- 
mische Kinteilung aufweist. In das einfach-log. Netz wird fiir jeden 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Versuch diejenige Exponentialkurve! eingezeichnet, die der Verteilung der 
eingetragenen Werte am wahrscheinlichsten? entspricht. Im doppelt-log. 
Netz erscheint die entsprechende Linie als Gerade. Die Neigung, die die 
Gerade aufweist, ist ein MaB fir die Geschwindigkeit, mit der die Infek- 
tiositat ansteigt. 

Mit Hilfe des Diagramms im einfach-log. Netz la8t sich in einfacher 
Weise die Zeitspanne ermitteln, die von der Impfung bis zum Beginn der 
Virusvermehrung verstreicht (,,Eklipse‘‘, ,,latente Phase“). Dazu 
zeichnet man die fiir wahrscheinlich angenommene Kurve auf ein trans- 
parentes Netz und legt dieses Netz auf ein anderes vom gleichen Ma8- 
stab, bei welchem die gleiche Kurve vom Nullpunkt ausgeht. Wenn man 
die beiden Kurven zur Deckung bringt, so 1aBt sich an der Verschiebung, 
die das aufgelegte Netz gegen das darunterliegende erfahrt, die Dauer 
der Eklipse in Stunden ablesen. Freilich erhaéilt man nur Naherungs- 
werte, aber die jeweilige GroBenordnung wird doch deutlich erkennbar?. 


Tabelle 1. Testung der Sammelsdfte von mit dem Tabakmosaikvirus geimpften 
Samsunblattern auf Nicotiana glutinosa 
Anzahl Hinzelherde auf Blatthalften von Nicotiana glutinosa. Die eine Blatthalfte 
wurde mit, die andere ohne Anwendung von Carborundpuder (C.) geimpft 


Tage Pilanze erste Blatter zweite Blatter dritte Blatter Summen 
p. i. Nr. mit C. | ohne C.| mit C. | ohne C.| mit C. | ohne C.| mit C. | ohne C. 
0 1 0 0 0 0 2 0 
2 0 0 0 0 0 0 2 0 
il 1 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1 0 0 1 0 0 0 
2 0 0 2 0 0 ) 3 0 
3 1 2 1 5 1 10 1 
2 0 0 2 4 9 0 28 7 
4 1 68 13 57 3 61 4 
2 89 27 22 22 59 24 356 93 
vf 1 166 61 225 91 ita 61 
2 188 103 226 83 241 198 1223 | 597 
8 1 267 112 192 50 263 138 | (1444) | (600) 
2 nicht : 3 
ausgefiihrt 


1 Den Kurven liegt hier die Formel r?. zugrunde, weil die Berechnungen 
hiervon zufallig zur Hand waren. Hine einfachere Rechnung hatte den gleichen 
Dienst geleistet. y : 

2Von vornherein kann nur eine anndhernde Ubereinstimmung mit der 
Tdealkurve erwartet werden, weil der Konzentrationsfaktor (vgl. E. u. D. KOHLER, 


1956) seinen HinfluB geltend macht. 
8 Die Lage der Kurven im Netz (nicht ihr Verlauf) ist durch folgende Faktoren 


bestimmt: 1. den Virustiter der Impflésung beim Testen, 2. die relative Empfang- 
lichkeit der Testblatter und 3. die Dauer der ,,Eklipse“. 
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A. Das Tabakmosaikvirus (TMV) 
Erster Versuch (28. 10. 1952) 
Wirtspflanze: Samsuntabak!; Testpflanze: Nicotiana glutinosa 


Es handelt sich um einen Parallelversuch mit einem und demselben 
Impfsaft, wobei im einen Falle zur Erhohung der Zahl der Infektions- 
wunden Carborundpuder zum Einreiben verwendet wurde, im anderen 

kein solches Abrasiv zur An- 
2000 wendung kam. Die Einzelwerte 
Bi died Bede ase : der Zahlung sind in Tab. 1 
800 = mitgeteilt. Auf Abb. 1 ist der 
Infektiositaétsverlauf im ein- 
fach-log. Netz dargestellt. Die 
eingezeichneten Kurven sind 
Exponentialkurven. Die linke 
Kurve, die zuerst betrachtet 
sei, zeigt den Verlauf bei 
Verwendung von Carborund; 
ihr liegen je Tagesabschnitt 
5 Ma8einheiten (r = 5) zu- 
grunde. In den ersten 24 Std 
sinkt die Infektiositat von 
Wert 2 auf 0 ab. Dies ent- 
spricht der Inaktivierung des 
in die Blattoberflache gelang- 
ten Impfvirus?. Zwischen dem 
2. und 3. Tag folgt ein steiler 
Anstieg, etwa bis zum 7. Tag 
post infectionem. Dieser Ab- 
schnitt entspricht dem unge- 


hinderten Zuwachs von ak- 


Abb. 1. Tabakmosaikvirus auf dem Samsuntabak. Die tivem Virus. Der Wert des — 
Infektiositaét der Blattsifte geimpfter Tabakblitter T : : 
als Funktion der seit der Impfung verflossenen Zeit. 8. ages p. 1. weicht von der 


Links mit, rechts ohne Carborundpuder verimpft Kurve starker nach unten ab; 
hier macht sich der Umstand 

geltend, dafs die einzelnen Infektionsherde aufeinander stoBen, wodurch 
der Viruszuwachs vermindert wird. Die rechte Kurve (r = 3) zeigt den 
Verlauf ohne Verwendung von Carborund: bis zur Abimpfung des 2. Tages 


Relative JIntektiositat 


$ 6 7 Tage & 


1 Darunter ist im folgenden stets die Linie ,,Bashi Baghli gestielt‘‘ verstanden, 
die wir Anfang der dreiBiger Jahre vom Institut fiir Tabakforschung in Forchheim 
erhielten. Unter der gleichen Bezeichnung sind noch andere Stiimme des tiirkischen 
Tabaks im Umlauf, die mit dem genannten nicht identisch sind und anders reagieren. 


2 Uber die Inaktivierung des Impfvirus beim 7'M V vgl. E. Kouter, Zbl. Bakter. 
II (1957). 
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p- 1. sind keine Infektionsherde auf den Testblittern erschienen; die 
geringen vorhandenen Virusmengen wurden ohne Carborund offenbar 
nicht mehr erfaBt. Alsdann folgt ein Anstieg bis zum 7. Tag. Der 
Ubergang in die Horizontale, der die empirische Kurve zustrebt, macht 
sich auch hier am 8. Tag deutlich bemerkbar. 

Das Carborund hat eine scheinbare zeitliche Verschiebung nach vorn 
verursacht, sie betraégt auf der Abszisse (anndhernde Nullinie) etwa 
1 Std. Die wirkliche Latenzzeit 
stimmt erwartungsgemaB fir #4 
beide Impfverfahren iiberein, 
sie betragt etwa 51 Std. Das % 

; ; 500 
Diagramm im doppelt-log. Netz 
(Abb. 4; 1 u. 2) 1aBt erkennen, 
_ daBdieNeigungderGeradenmit “% 
und ohne Carborund dieselbe ist 
(82—83°). Das Carborund hat 
lediglich eine Parallelverschie- 
bung bewirkt. 


kelative Intektiositat 
BS 


Zweiter Versuch (17.8. 1944) 


Wirtspflanze : 
White Burley-Tabak ; 
Testpflanze: Nicotiana glutinosa 


Es wurde ein gewohnlicher 4B 
TMV-Stamm mit derals Para- “™ 
tabakmosaikvirus (PTMV) be- 45 


zeichneten 7'MV-Variante ver- — gz 

glichen. Der Versuch wurde 

schon friither in seinen Einzel- lS RES A STORY 
heiten beschrieben, jedoch z.T. Abb. 2. Tabakmosaikvirus (links) und Paratabak- 
anders gedeutet (KOmzun 1947 mostlvrustechty) uf dom Wie Day Taba 
iT 8S. 317 ff.) Auszuwerten ist seit der Impfung verflossenen Zeit 


hier nur der auf Tab.7 (a.a.O.) 
mitgeteilte Abschnitt a (Verimpfung ohne Carborund), da die Schwan- 
kungen bei Carborundanwendung (b) bei diesem Versuch zu grof 


waren. Die Summenwerte der Zahlung lauteten: 
pu 


Pee at tte pen 0 1 2 4 6 8 
MV 24 12 49 218 329 238 
PTMV | 5,5 1 7 31 222 156 


Abb. 2 zeigt den Verlauf im gleichen Netz wie Abb. 1. Die TMV-Kurve 
(links) beginnt zur Nullzeit mit dem Wert 21. Die Inaktivierungslinie 
schneidet die mutmaBliche Exponentiallinie (r = 2) schaétzungsweise 
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bei Punkt A. Es folgt dann ein der Kurve entsprechender Anstieg, der 
sein Maximum am 6. Tage bereits unterschritten hat. Noch augenfalliger 
ist der Abstieg am 8. Tag. 

Das PT'MV (Kurve rechts, r = 1,8) zeigt zunachst einen Abstieg bis zu 
dem mutmaBlichen Schnittpunkt (B) mit der ansteigenden Kurve. Der 
dann folgende Anstieg geht demjenigen von 7’MV nicht parallel, er 
verlauft wesentlich steiler. Der Ab- 
stieg im Endteil der empirischen 


Log. Linzelherde von 10 Blittern 


& 0 7 2 of 4 s 6 7 & 
i 12 830 $8 1296 Stdlog Tage pz. 
Abb. 3. Tabakmosaikvirus Abb. 3a, Tabakmosaikvirus auf Nicotiana 
auf Datura stramonium. Infektiositiitsverlauf glutinosa. Infektiosititsverlauf 
(nach Daten von N. H. WHITE) (nach E. KOHLER 1947) 


Kurve ist in beiden Fallen auf die Inaktivierung von neu gebildetem — 
Virus in den Infektionsherden auf White Burley zuriickzufiihren (vgl. 
KOHLER 1947 I). 

Das Diagramm im doppelt-log. Netz (Abb. 4) 1aBt erkennen, daB die 
Infektiositat beim P7T'MV (Neigungswinkel 72°) rascher ansteigt als 
beim 7'MV (63°). Andererseits betriigt aber die gemessene Latenzzeit 
beim P7'M V 24 Std gegeniiber von nur 2,4 Std beim 7MV. 


Dritter Versuch (nach Angaben von N.H. Wurre) 


Wirtspflanze: Datura stramonium; Testpflanze: Nicotiana glutinosa 


Aus mehreren von Wurre (1954) mitgeteilten Versuchen wahlen wir 
sein besonders anschauliches Experiment 2 (a.a.0O., 8.52, Tab. 1) 
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aus. Um die Darstellung zu vereinfachen, sind auf unserer Abb. 3 die auf 
1/,, reduzierten Summenwerte von den je 20 Testblattern eingetragen. 
Sie lauten: 


erprog gg 48 
05/0 | 17,1] 98,3 


Beundens. . ss. | 0 | 2 
5, 


72 | 96 
238 194 

Der empirische Verlauf (Kreuze) zeigt zunachst einen raschen Abstieg 
bis zu einem Nullwert zwischen der 8. und 24. Std. Sodann folet in 
befriedigender Anlehnung an die Kurve (r = 4,5) bis zum 3. Tag ein 
sehr steiler Anstieg. Vom 3. zum 4. Tag 


ist wieder ein als Inaktivierungsfolge jae 
zu deutender Abfall festzustellen; die NS | 
Inaktivierung geht in den Infektions- ) 17000 
herden vonstatten, die wie bekannt bei = [| op ieee 
Datura stramonium rundliche Flecken in | ai 
abgestorbenen Gewebes vorstellen. Die ee 
gemessene Latenzzeit betragt in diesem | 
Versuch etwa 11 Std, der Neigungs- 200 
winkel der Geraden im doppelt-log. | 
Netz (Kreise) 75°. a Jo 8 
Anhang zu den TMV-Versuchen: a S 
TMV aut Nicotiana glutinosa a = 
Auf Nicotiana glutinosa stellt das Ver- #0S 
halten des 7 MV einen Extremfall dar, x = 
bei dem die Inaktivierung in den In- 208 
~ 


fektionsherden schon so friih einsetzt, 


daB sich tiberhaupt kein Anstieg der Fr 
Infektiositat bemerkbar macht, sondern 

daB diese auf ein sehr niedriges Niveau He Va | 

absinkt. Zwei diesbeztigliche Versuche jas i 
mit einem gewohnlichen Grinstamm eV Ne g 


wurden friiher (KOHLER 1947 I, Tab. 1 


u. 2, S. 307 u. 309) mitgeteilt. Auf ‘ 

Abb. 3a sind die beiden Versuche 

(A = Augustversuch, B = September- 3-5-7 3 ‘Pe pec if 
’ 


versuch) kurvenmaBig dargestellt. Da- Tage Y J 

bei sind die Summenwerte aus den  Abb.4. Die Infektionszahlen der Abb. 1—3 
Logarithmen der Einzelherdzahlen zu- ae eae Ara oe 
grunde gelegt. Beide Kurven sind 

absteigend und weisen S-Form auf. Beim Augustversuch waren die 
Temperaturen im ganzen Verlauf hoher als beim Septemberversuch. 
Offenbar tiberwiegt die Inaktivierung die zweifellos stattfindende Ver- 


mehrung auf diesem Wirt so stark, daB letztere vollig tiberdeckt wird. 
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(Die Kurve geht in die Nullinie tiber, wenn die Vermehrung des Virus 
in den Randzonen der Einzelherde véllig zum Stillstand gekommen ist 
und kein Virus mehr inaktiviert wird, oder in eine Horizontale, wenn 
sich Virusvermehrung und -inaktivierung die Waage halten.) 

Uber ein ahnliches Ergebnis mit dem Tomaten-aucuba-Virus, gleich- | 
falls einem Angehérigen der 7. MV-Gruppe, berichtet Harrison (1956, L, , 
8. 224). 


Die Zahl der Einzelherde betrug 
042: Stdyie dh 5 7 
Soe eG we 2 2 2 


wenn die Temperatur 37° C betrug. Bei 20° C war der Verlauf normal. 


nach Tagen 


Tabelle 2 (12. 2.1957). Testung der Sammelsdfte von mit dem X-Virus geimpften | 
Samsunblattern auf Gomphrena globosa 


Anzahl Einzelherde je Blatt 
Sie ty Abimpfung nach Stunden 

PS 
0 8 24 32 48 56 

1 5 4 | 2 9 15 38 

2 5 2 1 4 12 22 

3 4 1 1 3 11 22 

4 4 1 1 3 11 21 

5 4 1 1 3 9 21 

6 4 1 0 2 9 18 

7 4 1 0 2 8 17 

8 3 0 0 1 8 15 

9 3 0 0 1 6 14 

10 3 0 0 0 + 13 

11 3 0 0 0 4 13 

12 2 0 0 0 3 10 

Summen 44 11 6 28 100 224 


B. Das Kartoffel-X-Virus 
Vierter Versuch (12. 2. 1957) 
Wirtspflanze: Samsuntabak; Testpflanze: Gomphrena globosa 


Aus einem einheitlichen Satz von wachsenden Pflanzen des Samsun- 
tabaks wurden 30 ausgewahlt und an je 2 ausgewachsenen Blattern mit 
dem #Bs-Stamm des X-Virus (grob filtrierter Saft kranker Samsun- 
pflanzen) durch Einreiben ihrer Oberseiten unter Verwendung von: 
Carborundpuder geimpft. In bestimmten Zeitintervallen wurden Sammel- 
sifte von je 10 Blattern (5 Pflanzen) hergestellt. Die Rippen wurden: 
dabei nicht ausgepreBt, um den Virustiter nicht zu verfialschen. Die 
Sammelsifte wurden sogleich auf je 12 Blatter von Gomphrena globosa: 
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ohne Carborund verimpft. Nachdem auf den Testblittern alle In- 
fektionsherde erschienen waren, wurden sie gezaihlt. Das Ergebnis der 
Zahlung ist aus Tab. 2 ersichtlich. 

Der Verlauf ist auf Abb.5 (Kurve 1) dargestellt: Auf einen anfanglichen 
Abfall folgt nach etwa 18 Std ein steiler Anstieg. Dieser folgt befriedigend 
der eingezeichneten Kurve (r = 5). Die absteigende und die aufsteigende 

_Linie schneiden sich etwa bei Punkt 81. Die Dauer der Latenzzeit betragt 
etwa 18Std. Im doppelt-log. 


200 : = Netz folgen die aufsteigenden 
5 it . . 
600 | 1 Werte einer Geraden (Abbild. 
ey aa +++ t 7; 1). Neigungswinkel 76°. 
200\|— a -o} 
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Abb. 5. X-Virus. Infektionsverlauf im einfach-log. Netz. Abb. 6. X-Stamm ,,Cs 44° auf Atropa 


_1—4 verschiedene XY-Stimme auf dem Samsuntabak; belladonna. Infektiositatsverlauf bei 
5 X-Stamm ,,M 23°* auf dem linearer Abmessung der Zeit auf der 
Solanum demissum-Bastard ,,A 6“ Abszisse 


Fiinfter Versuch (6. 12. 1956) 
Wirtspflanze: Samsuntabak; Testpflanze: Samsuntabak 


Dieser Versuch wurde ahnlich wie der vorhergehende, jedoch mit 
einer anderen Variante des X-Virus (,,Ug 54 st.‘‘) ausgefiihrt. Eine 
weitere Abanderung bestand darin, da8 die geimpften Tabakblatter 
nicht sofort nach ihrer termingerechten Abnahme zu Sammelséften 


1 Nach noch nicht verdffentlichten Versuchen verliuft die Inaktivierung des 
Impfvirus beim X bedeutend schneller als beim 7.MV. 
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verarbeitet und dann verimpft wurden, sondern sie wurden nach dem: 
Abschneiden, zu Gruppen vereinigt, in feucht gehaltenen Glasgefafen 
bei 2° C aufbewahrt, um die Virusvermehrung abzubrechen. Die Ver-. 
impfung aller Sammelsiifte erfolgte praktisch gleichzeitig am 8. Tage p. i. 
Dies geschah, um die Fehler zu vermeiden, welche durch die vom einen: 
zum anderen Tag etwas verinderte Anfalligkeit der Testpflanzen: 
méglich sind. Die Testung erfolgte am Samsuntabak auf die Weise, daB: 
an jeder Testpflanze 2 aufeinander folgende Blatter vergleichbarer: 
GroBe eingerieben wurden. Das Ergebnis der Zahlung ist aus Tab. 3) 
ersichtlich. 


Tabelle 3. Testung der Sammelsifte von mit dem X-Virus geimpften Samsunblittern) 
auf dem Samsuntabak 


Anzahl Einzelherde nach Tagen 
Test-Pflanze 
Ise, 0 1 2 4 6 
jbl) 82-51. eel. B ai. Bl. 
1 0 0 3 + 38 65 4103 7.160 83 | 106 
2 0 0 2 35 37 525) 102.) 156 44 86 
3 0 0 2 2 30 43 94 | 151 35 82 
4 0 0 1 2 27 35 68 | 133 30 76 
5 0 0 1 2 22 oo 61 | 118 30 66 
6 0 0 0 0 18 31 59 1.115 26 53 
a 0 0) 0 0 18 28 40 79 14 46 
Summen Feaesy) tier | 0 9 13 190 | 287 | 527 | 912 | 262 | 514 
Mittel aus j. und a. 
Blattern. . . 0 77 238 719 388 


Auf Abb. 5 (2) und 7 (2) sind die zusammengefaBten Mittelwerte aus 
den jiingeren und alteren Blattern in die beiden Netze eingetragen. Es 
zeigt sich (Abb. 5), daB sich diese Werte bis zur 96. Std einer Kurve 
einfiigen, deren Verlauf einem Tageswert von r = 5 entspricht. Wenn 
man die Werte fiir die alteren und jiingeren Blatter fiir sich in das Netz 
eintragt, so verlaufen die Kurven getrennt, da die alteren Blatter an- 
failliger sind als die jiingeren. 

Zum Unterschied vom vorhergehenden Versuch ist hier kein an- 
fainglicher Abstieg festzustellen, sondern wir finden im Zeitpunkt 0 bei 
beiderlei Blattern den Wert 0. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daB das 
Impfvirus wahrend der Aufbewahrung der Blatter im Kihlschrank 
mindestens bis zur Grenze seiner Nachweisbarkeit inaktiviert wurde. Als 
Latenzzeit wurden etwa 14,4 Std ermittelt. Der Neigungswinkel (78°) ist 
nahezu derselbe wie im vorhergehenden Versuch. 

Kin auffallig starkes Absinken noch weit unter den Wert der 96. Std 
ist in der 144. Std festzustellen. Dieser Abstieg fallt mit einer Er. 
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scheinung zusammen, die sich an den geimpften Blattern zeigte: Die 
Infektion mit dem besonders ,,starken‘‘, aus der Kartoffelsorte Up-to- 
Date isolierten Virusstamm verursachte auf den zarten Winterblattern 
ungewohnlich schwere Schaédigungen im Umkreis der Infektionsherde. 


Sie duBerten sich im Aus- 
tritt von Zellfliissigkeit in 
die Intercellularen, einem 
pathologischen Zustand, 
der in der Virusliteratur 
unter der Bezeichnung 
,water soaked‘ bekannt 
ist. Im doppelt-log. Netz 
(Abb. 7) liegen die Werte 
des 4. und 5. Versuchs auf 
2parallelen Geraden (1u. 2). 
Die Vermehrungsgeschwin- 
digkeit ist demnach bei 
beiden dieselbe. 


'Sechster Versuch (1947) 
Wirtspflanze : 
Samsuntabak; 

Testpflanze: Samsuntabak 


Die Daten dieses Ver- 
suchs sind schon friher 
(K6uLER 1947 II) mitge- 
teilt worden. Ahnlich wie 
beim zuletzt geschilderten 
Versuch wurden Blatter 
von Samsuntabak gleich- 
gzeitig mit den Saften der 
X-Stémme C's 37, Us und Bf 
geimpft. Die Verimpfung 
der Sammelsafte zu den 
Testblattern (2 an jeder 
Pflanze) erfolgt nach 54, 
102 und 198 Std. Das Er- 
gebnis der Zahlung ist aus 
der nachstehenden Tab. 4 
ersichtlich. DaB sich die 


ir aie 7000 
H sie 5 800 


Relative Intektrositat 
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=— /og Tage 
Abb. 7. Ubertragung der X-Virus-Versuche (Abb. 5 u. 6) 
in das doppelt-log. Netz. 
Numerierung wie auf den Abb. 5 u. 6 


Stimme Cs 37 und Us wahrscheinlich wbereinstimmend verhielten, 
ergibt sich aus Abb. 5, Kurve 3 (r = 1). Die diesbeztigliche Gerade 
(Abb. 7; 3) zeigt eine geringere Neigung als bei den beiden vorher 


| 
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beschriebenen Versuchen, die Vermehrungsgeschwindigkeit ist niedriger. 
Als Latenzzeit wurden 2,4 Std ermittelt. Neigungswinkel 60°. 

In dem gleichzeitig ausgefiihrten Parallelversuch mit dem Stamm Bf 
(Abb. 5, Kurve 4 und Abb. 7, Linie 4) ergaben sich interessante Ab- 
weichungen. Die gemessene Latenzzeit betrigt hier 39,6 Std, ist also sehr 

viel linger als bei den Ver- 


Tabelle 4. Testung der Sammelsdfte von mit gleichsstammen. Diesem Um- 


dem X-Virus geimpften Samsunblattern auf 


dem Samsuntabak 
Anzahl Einzelherde (Mittelwerte) 


stand verdankt der Stamm Bf 
vermutlich die Eigenschaft, daB. 
er die Pflanzen scheinbar lang- 


Tag der X-Stimme 
Testung D.i.| Os 37 | Ue | Bi samer durchdringt (,,slow mov-. 
ing strain“) als die beiden Ver-. 
: a pe Le gleichsstamme mit ihrer norma-. 
8 283.6 199.7 53.4 len Durchdringungsfahigkeit. 


Die Geschwindigkeit der Virus- 
vermehrung ist jedoch héher als bei den Vergleichsstaémmen, wie deutlich 
aus Abb. 7 zu ersehen ist. Die Gerade (4) steigt (Neigungswinkel 75°) 
fast ebenso steil an wie diejenige des 4. und 5. Versuchs (Abb. 7; 1 u. 2). 


Siebenter Versuch (12. 3. 1953) 


Wirtspflanze: Solanum demissum-Bastard ,,A 6“; 
Testpflanze: Nicotiana rustica 
Zu diesem Versuch wurde der X-Stamm ,,M 23‘‘ verwendet. Wie die: 
Abb. 5 und 7 (bei 5) erkennen lassen, gleicht der Verlauf auf den Blattern: 
dieses Kartoffelbastards weitgehend dem von Versuch 6 (Cs 37 und Us). 
Der Neigungswinkel betragt beidemal 60°. Die Latenzzeit ist aber mit 
3,6 Std etwas langer. 


Achter Versuch (6. 12. 1944) 
Wirtspflanze: Atropa belladonna; Testpflanze: Samsuntabak 

Bei diesem vor vielen Jahren ausgefiihrten Versuch (KOHLER 1947 IT) 
wurde der Stamm C's 44 des X-Virus auf die Blatter von Atropa bella- 
donna verimpft. Die Testung der Sammelsiifte erfolgte am Samsuntabak! 
an 2 aufeinanderfolgenden oberen Blattern von gut wachsenden Pflanzen 
(tiber das Ergebnis der Zihlung vgl. a. a. O., Tab. auf S. 32). 

Auf Abb.6 sind die Summenwerte in das einfach-log, auf Abb. 7 (Linie6) 
in das doppelt-log. Netz tibertragen. Im Anfangsverlauf (Abb. 6) ist wieder 
die Inaktivierung von Impfvirus in Rechnung zu ziehen (gestrichelte 
Linie). Die Werte des aufsteigenden Astes (vom 5. Tage ab) gruppieren 
sich annahernd um eine Kurve (r = 0,11). Der Zuwachs an aktivem 
Virus erfolgt mit einem Neigungswinkel von 60° in vermindertem Tempo. 
Bei diesem Versuch wurde die Latenzzeit auf etwa 6 Std geschatzt. 
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Umgekehrt wie bei dem Versuch vom 6. 12. 1956 erwiesen sich hier die 
oberen Blatter als die anfalligeren!. Bei getrennter Ubertragung in das 
Netz erhalt man fiir beiderlei Blatter Kurven von gleicher Tendenz. Nur 
der Wert fiir die alteren Blatter am 5. Tag fallt als zu hoch zufallig aus 
dem Rahmen und driickt auch den Gesamtwert fiir diesen Tag nach oben. 
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Abb. 8. Infektiositaétsverlauf beim Tabaknecrosisvirus; beide Achsen linear 
(nach Daten von HARRISON 1956) 


C. Das Tabaknecrosisvirus (nach Daten von Harrison) 
Neunter Versuch 
Wirtspflanze: Phaseolus vulgaris; Testpflanze: Phaseolus vulgaris 


Der nachstehend zu erdrternde Versuch wurde von HARRISON 
(1956, IL) mitgeteilt. 


Tabelle 5. Testung der Safte von mit dem Tabaknecrosisvirus geimpften Phascolus- 
blattern auf Phaseolus (nach Harrison). Anzahl Kinzelherde in 3 Versuchen A, Bund C 


Rarenichiee Zeit nach der Impfung (Std) Mittlere Tempe- 
bezeichnung 3 | 6 | 7,5 | 9 | 10,5 | 12 ratur °C 
A 378 264 356 382 535 840 25 
B 329 214 218 295 539 1461 21 
Cc 435 309 329 267 634 814 23 
Mittelwert 381 262 301 315 569 1038 


Der infektidse Saft aus Phaseolus-Blattern wurde in der Verdiinnung 1% 
mit dem Abrasiv Celite auf die Versuchspflanzen verimpft. Der Saft aus 
deren Blattern wurde gleichfalls mit Celite auf die Testblatter gerieben. 
Das Ergebnis der Hinzelherdzahlung ist in Tab. 5 (nach der Tab. 1 von 
Harrison) mitgeteilt. 

Tragt man die Mittelwerte in Millimeterpapier ein (beide Achsen linear), 
so erhalt man den aus unserer Abb. 8 ersichtlichen Verlauf (ausgezogene 


1 Nach noch nicht veroffentlichten Versuchen ist dies nur ein scheinbarer Wider- 
spruch. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 27 23 
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Linie). Zwischen der 3. und 6. Std fallt die Infektiositaét ab. Im weiteren | 
Verlauf kollidiert hier die absteigende Linie sehr stark mit der auf- 
steigenden. Den wirklichen Zuwachs erhalt man, wenn man von den. 
ermittelten Werten das noch nicht inaktivierte Impfvirus subtrahiert. 
Dazu verlingert man die Inaktivierungslinie nach unten (gestrichelt)*. 
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Abb. 9. Tabaknecrosisvirus auf Phaseolus Abb. 10. Tabakmosaikvirus auf dem Samsun- 
vulgaris im einfach-log. Netz (Kurve) und im tabak, in 4 Versuchen serologisch bestimmt 
doppelt-log. Netz (Gerade). (nach Angaben von WETTER). 
Nach Daten von HARRISON (1956, IT) Verlauf im einfach-log. Netz 


Der Abstand von ihr zu den gemessenen Werten entspricht dann etwa: 
dem jeweiligen wirklichen Zuwachs. Dieser betragt 
nach 71/, Std etwa 10 LEinheiten 


” 9 ” ” 16,5 ” 
” 101/, > > 49,5 9 
”° 12 3 ” 99 99 


Ubertrigt man diese Werte in das einfach-log. Netz, so erhalt man: 
die Vermehrungskurve (Abb. 9, Kreuze). Die Werte legen sich befriedi- 
gend einer Exponentialkurve (7 = 24) an. Die dazugehérige Gerade im. 
doppelt-log. Netz (ebenda, Ringe) ist weitaus die steilste von allen bisher 
angetroffenen. Nach Ablauf der 6,3 Std betragenden Latenzzeit setzt eine: 
iiberaus stiirmische Zunahme von aktivem Virus ein. In den Mafstab) 
unserer Abb. 4 und 7 iibertragen, wiirde die Gerade nahezu senkrecht, 
ansteigen (87°). Die auBerordentliche Geschwindigkeit des Zuwachses' 
kann vielleicht mit dem Umstand in Zusammenhang gebracht werden, 
daB die Partikeln des Necrosis-Virus keine langen Stabchen oder Fiiden. 
von 300 oder 500 my Linge sind, sondern kleine rundliche Kérperchen. 


1 Vgl. Kouer, Zbl. Bakter. IT. 1957. 
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von etwa 20 mu Durchmesser, wonach eine besonders rasche, die Ver- 
mehrung begiinstigende Ausbreitung des Virus im Blatt zu vermuten ist. 


D. Der Vergleich mit serodiagnostischen Bestimmungen 
In diesem Abschnitt sollen die mit dem Einzelherdverfahren erzielten 


_ Ergebnisse zu solchen in Beziehung gesetzt werden, die in jiingster Zeit 


mit der serodiagnostischen Methode gewonnen werden konnten. Es 


-handelt sich um Untersuchungen, die von WETTER! im Zusammenhang 


mit spektralphotometrischen Untersuchungen von Pavt (1957) mit dessen 
Impfsaften vorgenommen wur- 
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600 logische Diagnose noch mit gr6- 
oe Beren Fehlern behaftet ist, ist 
nur eine summarische Behand- 
lung der Ergebnisse moglich. 
200 
500 
400 
100 300 
80 
200 
60 © 
G 
* 
vo 700 
Sis 
> 
ps 
20 3 ¢ 0} 
= SO} 
' 
70 aed 
eS 
ro SS | 
iS | 
6 X 70 
8 
x 6 
4 
g 
4 2 
os 15 ~ 70 Ge Ge 7 75 "BO We 654s 2 7 
<— log Tage log Tage 
Abb. 11 Abb. 12 


Abb. 11. Dasselbe wie bei Abb. 10 im doppelt-log. Netz 
Abb. 12. X-Virus auf dem Samsuntabak (3 Versuche), serologisch bestimmt (nach Angaben von 
WETTER). Verlauf im doppelt-log. Netz 
Auf Abb. 10 sind die Einzelwerte (Titer) von 4 Versuchen mit dem 
TMV in das einfach-log. Netz eingetragen. Wie man sieht, fallen sie 
zwischen 2 Exponentialkurven (r = 3 und r= 1,5). Im doppelt-log. 
Netz (Abb. 11) gruppieren sie sich um eine Gerade. Letzteres gilt auch fiir 
das X-Virus (3 Einzelversuche, Abb. 12). Die Neigungswinkel betragen 


1 Herrn Dr. Werrer danke ich fiir die freundliche Uberlassung der Versuchsdaten. 
23* 
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im vergleichbaren Netz beim 7/MV 64°, beim X-Virus 68°. Versuchs- . 
pflanze war in allen Fallender Samsuntabak. Wenn man die entsprechen-. 
den Kurven miteinander zur Deckung bringt, tritt keine Verschiebung| 
des Netzes ein. Dies wiirde besagen, dafi ein mit unserer Methode : 
meRbares Zeitintervall zwischen Impfung und Antigenbildung in beiden | 
Fallen nicht vorhanden ist. 

Die serologischen Untersuchungen wurden erst mit dem 2. Tag p. i. 
begonnen, das Impfvirus konnte also nicht erfaBt werden. Das hier: 
festgestellte Fehlen eines meBbaren Zeitintervalls 1é8t sich am besten: 
mit der Annahme deuten, daB die Synthese des als Antigen wirksamen | 
und spezifischen Virusproteins gleich nach der Impfung beginnt, wah-. 
rend neues aktives Virus erst nach Ablauf der Eklipse vorhanden ist. 


Diskussion 


In Tab. 6 sind die Befunde beziiglich Latenzzeit und Geschwindigkeit | 
der Virusvermehrung (Neigungswinkel) zusammengestellt. Der Uber-. 
sicht ist zu entnehmen, dafi keine Korrelation zwischen diesen Gr6Ben | 
vorhanden ist. Offensichtlich ist fiir die Dauer der Latenzzeit in erster 


Tabelle 6. Ubersicht iiber die ermittelten Latenzzeiten und Neigungswinkel 


er 
icizon Virus Wirtspflanze vchar coher 
ol TMV (mit und ohne | Samsuntabak 51 82—83 
Carborund) 

2 TMV White Burley-Tabak 2,4 63 

PM White Burley-Tabak 24 72 

3 TMV Datura stramonium 11 7 

4 X (Bs) Samsuntabak 18 76 

5 X (Ug 54 st.) Samsuntabak 14,4 | 78 

6 X (Cs 37 und Us) Samsuntabak 2,4 60 

X (Bf) 39,6 75 

7 X (M 23) Kartoffelbastard ,,A 6° 6 60 

8 X (C44) Atropa belladonna 3,6 60 

9 Tabaknecrosisvirus | Phaseolus vulgaris 6,3 87 

sero- TMV \ ; 0 64 

logisch | X i | Samsuntabak 0 68 


Linie entscheidend, welches Virus in welchen Wirt gelangt. Dies zeigt 
sich sehr anschaulich beim 2. Versuch; auf dem gleichen Wirt (White 
Burley-Tabak) zeigt das 7’MV die sehr kurze Latenzzeit von 2,4 Std, beim 
PTMV betriigt sie das 10fache. Im 6. Versuch betrigt die Latenzzeit 
auf dem Samsuntabak beim X-Stamm Bf sogar rund das 16fache von 
der der anderen beiden Staémme. 

Die Variabilitat der Latenzzeiten ist weit héher als die der Ver- 
mehrungsgeschwindigkeiten. Dies gilt in gleicher Weise fiir das 7 MV wie 


~ Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften Blatt im AnschluB an die Impfung 335 


fir das X; bei beiden wurde als kiirzeste Latenzzeit 2,4 Std gemessen, 
als langste beim 7MV 51 und beim X rund 40 Std. 

Ks fragt sich, welche Bedeutung die Temperatur fiir die Latenzzeit 
einerseits und die Vermehrung andererseits besitzt. Die in der Literatur 
bestehenden Differenzen beziiglich der Temperatur-Optima bei Ver- 
mehrungsversuchen k6nnten darauf hindeuten, da® fiir die beiden 
_ Phasen verschiedene soleche Optima anzunehmen sind. Die verhaltnis- 
mafig nicht sehr groBen Schwankungen der Vermehrungsgeschwindig- 
keit bei den stab- und fadenférmigen Viren diirften in der Hauptsache 
auf Temperaturunterschieden beruhen. Doch wird dies die weitere 
Analyse zeigen miissen. 

Der Befund iiber die extrem hohe Vermehrungsgeschwindigkeit bei 
dem Tabaknecrosisvirus bedarf der Ergainzung an anderen Viren 
ahnlicher PartikelgroBe. 


Zusammenfassung 


Das Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften Blatt verschiedener 
Wirte wurde im Anschlu8 an die Impfeinreibung untersucht. Dabei trat 
in allen Fallen das Vorliegen gemeinsamer GesetzmaBigkeiten zutage. 


1. Das beim Impfen in die Blattoberflache gelangte Virus unterliegt 
zum weitaus groBten Teil der allmahlichen Inaktivierung. Nur ein im 
Verhaltnis dazu auBerst geringer Teil ruft Infektionen hervor. 

2. Dem Beginn der Bildung von aktivem Virus geht eine Latenzzeit, 
auch Eklipse genannt, voraus, deren Lange sehr wechselnd ist und auBer 
von der Temperatur in hohem Mae von der jeweiligen Wirt-Virus- 
Kombination bestimmt wird. 

Ein graphisches Verfahren zur Bestimmung der Latenzzeit wird an- 
gegeben. Als kirzeste Latenzzeiten wurden bisher beim Tabakmosaik- 
virus und beim Kartoffel-X-Virus 2,4 Std gemessen, als langste beim 
erstgenannten 51 und beim zweitgenannten 40 Std. Damit diirften aber 
die duBersten Grenzen noch nicht erreicht sein. 

3. Das Wachstum (die Vermehrung) des Virus in den Infektions- 
herden zeigt in den ersten Tagen iiberall einen exponentiellen Verlauf, 
sofern nicht, wie beim Tabakmosaikvirus auf Nicotiana glutinosa, mit 
einer friih einsetzenden inaktivierenden Gegenreaktion des Wirtes zu 
rechnen ist. 

Auch die Vermehrungsgeschwindigkeit ist verschieden. Ihre Variabili- 
tat ist jedoch nicht so groB wie die der Latenzzeit. Ein MaB der Ver- 
mehrungsgeschwindigkeit ist der Neigungswinkel, den die im doppelt- 
log. Netz erscheinende Gerade aufweist. Die Neigungswinkel betrugen im 
Netz gleichen Mafstabs im Hochstfall beim TMV 82—83° und beim 
X-Virus 78°, im Mindestfall beim 7'MV 63° und beim X 60°. 
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Die Abweichungen vom exponentiellen Verlauf miissen um so gréBer 
werden, je weiter die Sittigung des Blattes mit Virus fortschreitet; 
frither oder spiter geht daher die empirische Kurve in die Horizontale 
iiber. Hierfiir ist auBer der Vermehrungsgeschwindigkeit auch die Dichte — 
der Infektionen auf den Versuchsblattern maBgebend; je groBer diese ist, 
um so friiher behindern sich die einzelnen sich ausbreitenden Infektions- 
herde gegenseitig. 

Es besteht keine Korrelation zwischen Latenzzeit und Vermehrungs- 
geschwindigkeit. 


4. Eine besonders hohe Vermehrungsgeschwindigkeit wurde (nach 
Harrison) beim Tabaknecrosisvirus auf Phaseolus vulgaris angetroften, 
was vielleicht mit der Kleinheit seiner Partikeln in Zusammenhang 
gebracht werden kann; die Latenzzeit zeigte keine Besonderheit. 


5. Bei der serologischen Untersuchung des Anfangsverlaufs wird eine 
Latenzzeit vermiBbt. Dies 1a8t darauf schlieBen, daB die Synthese des als 
Antigen wirksamen Proteinteils des Virus wahrscheinlich unmittelbar 
im Anschlu8 an die Impfung beginnt. 


6. Es wird notwendig sein, die vorstehende Theorie durch weitere 
Experimente zu sichern'. 


Literatur 


Harrison, B. D.: The infectivity of extracts made from leaves at intervals after 
inoculation with viruses. J. Gen. Microbiol. 15, 210—220 (1956, I). — Studies in 
the effect of temperature on virus multiplication in inoculated leaves. Annals Appl. 
Biol. 44, 215—226 (1956, II). — Koéuuer, E.: Uber die unterschiedliche Ver- 
mehrungsgeschwindigkeit von Stémmen des Kartoffel-X-Virus. Zbl. Bakter. II. 
104, 401—406 (1942). — Studien tiber den Infektionsverlauf bei Verimpfung des 
Tabakmosaik- und des Paratabakmosaikvirus auf Nicotiana glutinosa und Nico- 
tiana Tabacum (var. White Burley). Arch. Virusforsch. (Wien) 3, 203—326 (1947, 
1). — Uber die Vermehrungs- und Ausbreitungsgeschwindigkeit des X-Virus im 
Blattparenchym. Z. Naturforsch. 2b, 29—34 (1947, II). — Studien iiber das Ver- 
halten desTabakmosaikvirus im geimpften Blatt. Zbl. Bakter.I1.110,237-243 (1957).— 
Kouuer, E., u. D. Kénter: Uber die Beziehung zwischen Viruskonzentration von — 
Impflésungen und Infektionshaufigkeit. Biol. Zbl. 75, 531—534 (1956). — Paut, 
H. L.: Spektralphotometrische Untersuchungen iiber die Virusvermehrung in 
Tabak. Phytopath. Z. 28, 307—318 (1957). — Wurrn, N. H.: Infectivity of tobacco 
mosaic virus after inoculation on Datura stramonium. Austral. J. Sci. 17, 50—53 
(1954). 


Auch wire eine statistische Bearbeitung des vorliegenden Materials erwiinscht; 
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(Aus der Arbeitsgemeinschaft des Botanischen Instituts der 
Universitat Wiirzburg: ,,Chiemseemoore und Bergener Becken‘‘) 


Mikrobiologische Untersuchungen iiber das Auftreten 
von Schwefelwasserstoff in den anaeroben Zonen 
des Hochmoores* 


Von 
IRMGARD BENDA 


Mit 12 Textabbildungen 
(Hingegangen am 9. Marz 1957) 


Die Bedeutung der Mikrobiologie ist innerhalb der Moorforschung in 
den letzten 20 Jahren immer mehr in den Vordergrund geriickt. Hatte 
man frither die Abbauvorginge als rein chemische Umwandlungsprozesse 
betrachtet, so wei man heute, da den meisten von ihnen die Tatigkeit 
moorbewohnender Mikroorganismen zugrunde liegt. Eine besondere 
Aufmerksamkeit verdienen bei diesen Betrachtungen die Hochmoore. 
Nach BurGerr (1954, 1956) bieten sie einen geeigneten Raum fiir 
Untersuchungen itiber mikrobiologische Abbauvorgainge; durch die 
extremen Bedingungen, die im Hochmoor infolge Nahrstoffarmut, hoher 
Aciditét und hohen Wassergehalts herrschen, ist der Artenreichtum 
seiner Mikroflora im Vergleich zu anderen Boden wesentlich eingeengt 
und kann in seiner Gesamtheit als konstant betrachtet werden. 

Diese Uberlegungen fiihrten zur Isolierung von Hochmoor-Pilzen (BURGEFF u. 
Wo tr 1956) und -Bakterien (Kox 1954) einerseits und zu Untersuchungen iiber 
ihre Tatigkeit und Aufgabe innerhalb des von ihnen bewohnten Raumes (Kox 
1954, Bureerr 1956, RuurHer 1956) andererseits. 

Beschaftigen sich die oben erwahnten Untersuchungen mit den 

- Vorgiingen, die sich im aeroben Bereich des Hochmoores abspielen, so 
filhrt die vorliegende Arbeit in die anaeroben Zonen des Hochmoores. 
Kennzeichnend fiir diese Schichten ist der bestindig auftretende Schwe- 
felwasserstoff, der, zum Teil im Wasser gelést, ein streng anaerobes 
Milieu fiir die Mikroflora in diesem Bereich schafft. Der Schwefelwasser- 
stoff macht sich oft schon durch seinen Geruch im Moor bemerkbar. 
Sichtbar wird sein Auftreten durch seine reduzierende Kraft, weil er 
infolge Reduktion der niedermolekularen Melaninvorstufen (REUTHER 
1956) den Humusbestandteilen eine gelbliche Farbe verleiht, die bei 
Beriihrung des Torfs mit Sauerstoff oxydativ wieder in braun umschlagen 


* Gekiirzte gleichlautende Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultat 
der Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg 1956. 
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kann. Als giftiges Agens ist der Schwefelwasserstoff zweifellos auch 
mitbeteiligt an der Einengung des Bakterienreichtums. Schon in geringer ' 
Konzentration kann er als Zerstérer lebenswichtiger Redoxasen wirken | 
(Burstyn, 1950), so daf die meisten héheren und viele niedere Pflanzen | 
unter seinem EinfluB nicht zu leben vermégen (OMELIANSKI, 1904). Er 
greift somit wesentlich in die Lebens- und Umwandlungsvorgiange im. 
Hochmoor ein. 

In der neuesten Moorliteratur findet man das Problem der Ent- 
stehungsmoglichkeiten des Schwefelwasserstoffs zwar aufgeworfen, ohne 
daB aber eine Lésung dafiir gebracht wird (BENADE 1954). Ziel vor- 
liegender Arbeit war nun, die Ursachen fiir die Schwefelwasserstoff- 
bildung aufzukliren. Wir stellten die Frage nach den Schwefelverbindun- | 
gen, denen er entstammt, und nach den Organismen, die zu seiner ' 
Bildung beitragen. 

Aus einer Anzahl von mikrobiellen Bildungsweisen des Schwefel- | 
wasserstoffs konnten fiir das Hochmoor 2 Formen festgestellt werden: 
1. die Reduktion von Sulfaten zu H,S und 2. der EiweiBabbau unter | 
Abspaltung von H,§, die beide hier niher untersucht werden sollen. 


I. Allgemeine Methoden 


Das Untersuchungsmaterial wurde dem ,,Sossauer Filz‘‘, einem 
echten ombrogenen Hochmoor am Chiemsee/Obb. entnommen. Dabei | 
wurden neue Methoden angewendet. 


A. Priifung der Schwefelwasserstoffverteilung im Moor 
(Silberstab- Methode) 


Zur Priifung auf Schwefelwasserstoff im Moor bedienten wir uns 
langer versilberter Metallstabe, die an verschiedenen Stellen ins Moor 
eingestochen, nach 24 oder 48 Std durch Schwarzung am Stab (Bildung 
von Ag,§) deutlich die Verteilung des Schwefelwasserstoffes in den 
einzelnen Schichten anzeigten. Dabei ergab sich Folgendes: 

Grabt man an einem solchen Stab das Moor vertikal ab, so kann man 
eine gute Ubereinstimmung zwischen der Schichtung eines Moorprofils 
einerseits und der Schwarzung am Stab (durch Schwefelwasserstoff) 
andererseits feststellen. Hierzu Abb. 12 S. 370. 


Charakterisierung des Standortes (Tab. 1): 

Molinietum mit viel Rhynchospora alba, Sphagnum recurvum, Vaccinium oxy- 
coccus, Menyanthes trifoliata, Salix aurita. 

Am Moorprofil zeichnen sich in der Regel folgende Zonen ab: 1. die 
lebende, griine Sphagnum-Zone; 2. die absterbende, grau-griine Sphag- 
num-Zone; 3. die aerobe, schwarzbraune Abbau-Zone (Schwarzschicht) ; 
4. die gelb-graue, anaerobe Abbau-Zone (H,8-Schicht). 
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Die aeroben Zonen 1—3 sind der Sitz zahlreicher Pilze (Ericaceen- 
Symbionten, der Gattung Cladosporium nahestehend, Mortierellen, 
Penicillien und Verticillien (Wou¥ 1954 und BurGurr 1956) und ferner 
zahlreicher aerober Bakterien (Kox 1954). 


Tabelle 1. Moorprofil 


Schichtung des Moorprofils Schwirzung des Stabes 
ec ha a a lea i ere a Ve 
1. griine lebende Sphagnum-Zone 
(7 cm) 
2. grau-griine absterbende : 
aerob Rphognum-Zone keine 
(4 cm) 
3. schwarz-braune aerobe 
Abbau-Zone (Schwarzschicht) 
(3 cm) 
1424 cm: 
schwach, einzelne Flecke, allmahlich 
zunehmend 
2445 cm: 
anaerob 4. gelb-graue anaerobe peebicone: Easter’ 
Schwefelwasserstoff-Zone 45—55 sale 
(ab 14 em) abnehmend, einzelne Flecke 
bei 58 und 63 cm: 
vereinzelte Flecke 
93—100 cm: 
H.S nur ganz schwach 


Die anaerobe H,S-Schicht wird von einigen streng anaeroben und 
in der Mehrzahl von fakultativ anaeroben Bakterien besiedelt. Sie ist 
charakterisiert durch das Auftreten von Schwefelwasserstoff, der 
_ einerseits in rein chemische Prozesse eingreift, wie bei der Reduktion der 

niedermolekularen Melaninvorstufen (REUTHER 1956), zum anderen 
aber einen streng anaeroben Lebensraum fiir die Mikroflora schafft. 
Diese Zone wird durch Schwiarzung am Stab angezeigt, und man kann 
durch die Intensitaét der Farbung den jeweiligen Grad der Schwefel- 
wasserstoff bildung verfolgen. 

Die Silberstab-Methode erméglichte es, das Auftreten von Schwefel- 
wasserstoff in einzelnen Schichten zu priifen und Bakterienflissigkeit 
aus bestimmten kontrollierten Zonen zu entnehmen. 


B. Bakterienentnahme im Moor (Sondenmethode) 
Um eine sterile Entnahme des Bakterienmaterials zu gewahrleisten, 
wurden besonders angefertigte, 1 m lange Sonden aus Jenaer Glas nach 


BurGEFF angewendet (Abb. 1). 
24% 
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Herstellung der Sonden: Jenaer Glasrohr, 1,5 cm Durchmesser, wird am 
unteren Ende diinn ausgezogen, aber nicht zugeschmolzen. In das Glasrohr bringt 
man einen etwa 3mm starken Glasstab, der unten in eine Spitze auslauft und obeneine 
knopfartige Verbreiterung tragt. Nach Dampfsterilisation wird die Sonde an ihrem 
oberen Ende mit einer sterilen Gummikappe verschlossen; die Gummikappe muf 
nachtraglich mit einer Kollodium-Lésung abgedichtet werden. Dann schlieSt man 

die ausgezogene Spitze der Sonde an die Vacuumpumpe 
an, evacuiert und schmilzt unter dem Evacuieren ab. 
In der Sonde befindet sich jetzt ein Unterdruck. 


Bakterien-Entnahme: War mit Hilfe der Silber- 
stab-Methode die H,S-Zone festgestellt, so konnte man 
nun neben dem Stab eine Sonde in das Moor einstecken 
und die Spitze bis zu einer bestimmten, gewiinschten 
Tiefe einfithren. Durch Schlag auf den Kopf des inneren 
Glasstabes durchstieB dieser die Spitze der Sonde und 
das bakterienhaltige Moorwasser drang bis zum Aus- 
gleich des Druckes in die Sonde ein. Sodann wurde die 
gefiillte Sonde wieder herausgezogen, der unterste Teil 
der Fliissigkeit vorsichtshalber weggekocht und die 
Sonde zugeschmolzen. Im Labor konnte dann die Bak- 
terienfliissigkeit fiir den Versuch mit langen Pipetten 
direkt aus der Sonde entnommen oder aber zu weiterer 
Aufbewahrung vorsichtig in Kulturréhrchen umgefillt 
werden. 


Auf diese Weise war es méglich, Bakterien- 
material aus gewtinschten Bereichen des Moores 
Abb. 1. Sonde zur Entnaime — steril zu entnehmen. Diese Methode wurde fiir 
von Bakterienmaterial ie 
aus Moor (Schema) alle Versuche angewendet. 


C. Kulturmethoden zur Ziichtung der Anaerobier 


In diesem Teil sei nur auf die Schaffung einer geeigneten Atmosphiire 
fiir die Kultur der anaeroben Bakterien eingegangen. 


Da zum Teil mit streng anaeroben Organismen zu arbeiten war und es das Ver- 
halten auch der fakultativen Anaerobier in einem anaeroben Medium zu priifen 
galt, muBte fiir einen streng sauerstofffreien Raum Sorge getragen werden. Die 
Kulturschalen wurden zu diesem Zweck in die bekannten AnaerobiergefaBe ein- 
gebracht, in denen die Luft durch véllig sauerstofffreien Stickstoff verdrangt werden 
sollte. Die Bindung des im Stickstoff vorhandenen Sauerstoffs durch alkalisches 
Pyrogallol zeigte den Nachteil, daB der Sauerstoff nur sehr langsam, vollkommen 
jedoch erst innerhalb eines Tages, aus den GefaiBen entfernt wurde. Dies macht sich 
vor allem bei Isolierung schwach wachsender Anaerobier, wie sie die Sulfatreduzierer 
darstellen, stérend bemerkbar. In dieser Zeit erreichen die vitaleren fakultativ 
anaeroben Begleitorganismen schon einen gewissen Vorsprung. Darum sollte der 
Kulturraum mit bereits sauerstofffreiem Stickstoff gefiillt werden; deswegen wurde 
anfangs der Stickstoff durch eine Lésung von Na-Dithionit in die Gefife geleitet. 
Diese Methode erwies sich jedoch auch nicht als sehr geeignet, da bei gréBeren 
Gasblasen keine vollkommene O,-Absorption gewahrleistet war und weil ferner die 
Lésung stets frisch bereitet werden muBte. 

Spater wurde schlieBlich die Reinigungsmethode von Gasen nach Mryer u. 
Rone (1939) angewendet. Der Stickstoffstrom wird in diesem Falle in einem Turm 
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mit Absorptionskohle vorgereinigt, iiber CaCl, getrocknet und gelangt dann in ein 
auf 200° geheiztes Rohr, das mit ,,aktivem“ Kupfer beschickt ist. (Bei dem ,,akti- 
ven Kupfer handelt es sich um sehr fein verteiltes Kupfer auf einer SiO,-Trager- 
substanz, das sich durch eine besonders groBe Oberflache auszeichnet.) Der Stick- 
stoff wird auf diese Weise vollkommen von Sauerstoff gereinigt und kann schlieBlich 
nach Entkeimung iiber steriler Watte in das vorher evakuierte AnaerobiergefaB 
eingeleitet werden. Der Druck in den GefaBen kann an Hand eines Hg-Manometers 
kontrolliert werden. 

Eine 2—3malige Wiederholung des Vorganges Evacuieren — Einleiten ist zur 
volligen Verdrangung der urspriinglich vorhandenen Atmosphiare erforderlich. Die 
Methode hat nebenbei den Vorteil, da man aus der Farbung des Cu-Praparates 
ersehen kann, wenn es sich bereits wieder aufoxydiert hat. Dann la48t sich durch 
Reduktion mit Wasserstoff das Cu-Praparat wieder miihelos gebrauchsfertig 
machen. 

Wenn bei Flissigkeitskulturen anstelle von Kulturschalen mit Watte ver- 
schlossene Kulturréhren Verwendung fanden, wurde auch diese Methode vorsorg- 

_licherweise mit der Pyrogallol-Methode kombiniert. 


II. Die Sulfatreduktion 


Die Sulfatreduktion stellt eine streng spezifische Eigenschaft fiir eine 
bestimmte Bakteriengruppe dar. Erstmals von BrtseRinck (1895) 
beschrieben, liegt inzwischen eine groBe Anzahl von Arbeiten tiber 
sulfatreduzierende Bakterien vor. 


Die meisten von ihnen befassen sich mit dem schwierigen Problem der Isolierung 
und Kultivierung (van DeLpENn 1903/04, Baars 1930, Jouna 1936, CzurDa 1940, 
BauMAnn u. Denk 1950, Starkny 1948, Buttin 1947/49, PostaatEe 1951, um 
hier nur die wichtigste Literatur auf diesem Gebiete zu nennen). 

Aus neuerer Zeit liegen ferner Arbeiten iitber biochemische Untersuchungen vor 
(STEPHENSON u. STICKLAND 1931, StepHENSON 1947, BuTLIN u. Mitarb. 1947/49, 
SENEZ 1954). 


A. Nomenklatur und Klassifikation der Sulfatreduzierer 


Bei den Sulfatreduzierern handelt es sich um Bakterien von Vi- 
brionen- bis Spirillenform, die im System noch unterschiedlich eingereiht 
werden. 


Kiuyver u. vAN Niet (1936) ordnen diese Organismen zur Unterfamilie der 
Vibrioneae, wahrend nach Berceys bakteriologischem Handbuch (1948) die Sulfat- 
reduzierer zur Unterfamilie der Spirilleae gehoren. Einig sind sich beide Autoren 
iiber die Gattungsbezeichnung Desulfovibrio. Ob es verschiedene Arten gibt, ist 
noch nicht eindeutig entschieden. Einige Autoren vermégen durch Abanderung der 
Kulturbedingungen eine sogenannte Art in die andere itberzufiihren (Baars 1930: 
Microspira desulfuricans in Microspira aestuarii; BuTLin u. Mitarb. (1947) erhalten 
Vibrio thermodesulfuricans durch Adaption aus Vibrio desulf.). Andere Autoren 
sprechen von nicht iibertragbaren Higenschaften bereits beschriebener Formen auf 
die von ihnen isolierten oder umgekehrt (Enron 1924/25 mit der wairmeliebenden 
Form des Vibrio thermodesulfuricans; BUNKER 1936 mit einer unbeweglichen Form 
des Vibrio desuljf.; Starkey 1938 mit der sporenbildenden Form des Sporovibrio 
desulf.). Aus diesem Grunde sprechen Burin u. Mitarb. (1949) sich fiir die Auf- 
stellung gewisser Arten aus. 
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Sie erwagen auch eine Arteinteilung auf Grund des Vorhandenseins bzw. Nicht- 
vorhandenseins des Ferments Hydrogenase bei den einzelnen Formen. 


B. Der biochemische Vorgang der Sulfatreduktion 

Die Sulfatreduktion ist, wie oben bereits erwahnt, eine obligatorische Eigen- 
schaft der Gattung Desulfovibrio. Dabei dient Sulfat als H-Acceptor bei der De- 
hydrierung organischer Stoffe durch Redoxasen dieser Organismen. Die Sulfate 
werden dabei iiber noch unbekannte Zwischenstufen zu H,S reduziert (BERSIN 
1950, PostaatE 1951). Die bei der Dehydrierung der organischen Substanz frei- 
werdende Energie wird zu einem Teil als Aufbauenergie von den Bakterien genutzt; 
zum anderen Teil wird sie bei dem endothermen Vorgang der Sulfatreduktion ver- 
braucht. 

In einigen Fallen sind Sulfatreduzierer bekannt geworden, die autotroph leben, 
indem sie mit Hilfe des Enzyms Hydrogenase die Reduktion von Sulfat zu Sulfid 
mit molekularem Wasserstoff katalysieren kénnen (CzuRDA 1940, STEPHENSON u. 
STICKLAND 1931, STEPHENSON 1947): 

4H, + H,SO, — H,S + 4 H,0. 

Molekularer Wasserstoff dient ihnen also als Wasserstoff-Donator. Der Kohlen- 
stoffbedarf wird dabei aus anorganischen C-Verbindungen (CO,, NaHCO,) gedeckt. 

Offen bleibt dabei noch die Frage, wie dabei die beiden Systeme, energieliefernde 
und energieverbrauchende, miteinander verkniipft sind. 

Die meist verbreitete Form des Desulfovibrio ist jedoch die heterotrophe, die auf 
das Vorhandensein von organischen Stoffen angewiesen ist. 


C. Isolierung von Sulfatreduzierern aus dem Hochmoor 
undithr physiologisches Verhalten in vitro 
Sulfatreduzierer wurden bisher an sehr vielen verschiedenen Standorten auf- 
gefunden, wie in Grabenschlamm (BrtseRtINCK 1895, Exton 1924/25, STARKEY 
1938), in siBem Brack-, wie in salzigem Meerwasser (VAN DELDEN 1903/04), in 
FluB-, wie in Seenwasser (CzuRDA 1940, STEPHENSON u. STICKLAND 1931), in 
Erden (Bromrretp 1953, Burin 1947), in Limanenschlamm (RuUBENTSCHIK 
1928) und in Olfeldern (Zopert 1946, Jouna 1936, KNéseL u. Scuwarrz 1954). 


a) Inwieweit sind die Bedingungen fiir ihr Vorkommen im Hochmoor 
mit seinen eaxtremen Verhiiltnissen vorhanden? 


Obwohl die Hochmoore keine mineralhaltigen Zufliisse besitzen, ist das 
Vorhandensein von Sulfaten im Hochmoor bekannt. Ihre stiindige 
Zufuhr ist nach Frrpas (1952) durch ihren Gehalt im Regenwasser 
gegeben. Er betrigt nach Driscuen (1940) 1,5—2 mg Sulfat-S/je 
Liter Regenwasser in lindlichen Gebieten, d.h. bei einem Jahres- 
niederschlag von 700mm 10,5—14kg/je ha Sulfat-8. Diese Berech- 
nungen erscheinen zwar sehr hoch, doch werden sie durch Angaben 
anderer Autoren bestiitigt, so durch Kossowrrscu mit 1,93—14,17 mg 
SO,/je Liter, das sind 0,77—5,67 mg S/je Liter und durchschnittlich 
4,48 kg S/je ha jahrlich. Jonnson berechnete sogar eine Zufuhr von 
etwa 50 kg/je ha Schwefel jihrlich. Zum Teil gehen diese Salze mit dem 
aus dem Moor austretenden Wasser wieder ab, zum grofen Teil aber 
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werden sie im Hochmoortorf und in der Vegetation gespeichert und 
stehen den Lebewesen zur Verfiigung (FrBRAS u. SAGROMSKY 1947). 

Die zum Gedeihen von sulfatreduzierenden Bakterien notigen or- 
ganischen Stoffe sind durch den Abbau der Pflanzen im Moor ebenfalls 
_vorhanden. SchlieBlich ist durch den sehr hohen Wassergehalt im Moor 
auch fiir ein anaerobes Medium gesorgt. 

Ob nun tatsichlich Sulfatreduzierer im Hochmoor vorhanden sind, 
sollten eigene Isolierungen zeigen. 


b) Priifung auf Anwesenheit sulfatreduzierender Bakterien im Hochmoor 


Methodik: Die Entnahme des Bakterienmaterials erfolgte nach der oben be- 
schriebenen Sondenmethode aus den schwefelwasserstoffhaltigen Schichten des 
Moores. Diese bakterienhaltige Fliissigkeit diente als Ausgangsmaterial zur Vor- 
probe auf Sulfatreduktion durch Bakterien. 

Ferner wurde an den einzelnen Standorten des Hochmoores mit einem Glas- 
elektroden-Potentiometer der py-Wert gemessen und auf diese Weise ein py-Durch- 
schnitt von 4,1—4,3 ermittelt. 

Als Nahrlésung zur Kultur der Organismen wurde das nach Exton angegebene 
Medium in folgender Zusammensetzung verwendet (Ndhrlésung 1): Leitungswasser 
1000,—; K,HPO, 0,5; NH,Cl 1,0; MgSO,-7 H,O 0,5 (abgeandert nach Posreare); 
Na,SO, 0,5 (abgeaindert nach PosteaTE); CaCl,-2H,0 0,1; Na-Lactat 3,5; (BiO),CO, 
0,5 abgeandert (BENDA). Die Sulfatmenge wurde auf insgesamt 1 g/1000 herab- 
gesetzt, da Posraate bei seinen Sulfatreduzierern feststellte, daB die optimale 
Menge zwischen 0,5 und 10 wmol Sulfat/ml liegt. Hohere Konzentrationen driicken 
die Wachstumsrate herab. 

Als H,S-Indicator wurde anstelle des Kisensalzes Wismut in Form von (BiO),CO, 
(0,05°%) verwendet, um ein Ausfallen des Sulfids auch in saurem Medium zu gewahr- 
leisten. Der py-Wert der Lésung wurde zur einen Halfte auf 4,3, zur anderen auf 7 
eingestellt. 

Die Lésung wurde in Glasstdpselflaschen (30 ml) abgefiillt, jede Flasche mit 
0,5 ml des Ausgangsmaterials beimpft und verdunkelt aufgestellt. Die Inkubation 
erfolgte bei 22°, 30° und 55° C. 


Tabelle 2. Desulfurikation durch Moorflissigkett 
$$ —_ _ a e_ —- 


pu 4,3 pu 7 
Ooe 30° BBY 22° 30° 50° 
nach Nahrlésung | Nahrlosung | Nahrlésung 
1 Woche a= — — leicht leicht leicht 
getriubt getriibt getriibt 
nach 
3 Wochen — — — stark H,S | stark H,S | kein H,S 


Ergebnis (Tab. 2): Nach Ablauf einer Woche zeigte keine einzige der 
Kulturen Bi,S,-Niederschlag und nur einzelne Kulturen von py7 
wiesen eine leichte Triibung auf. Erst nach weiteren 2 Wochen trat in den 
Kulturen von pu 7, die bei 22°C und bei 30°C gehalten waren, ein 
Niederschlag von dunkelbraunem Wismutsulfid auf. Dabei war der 
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Niederschlag bei 22° C am intensivsten. Bei 55° C zeigte sich lediglich 
eine leichte Triibung, die vom Wachstum anderer Bakterien stammen 
konnte. 

Keine der Kulturen mit py 4,3 wies Bakterienwachstum auf, das 
sich auf Grund eines Sulfid-Niederschlages oder einer Triibung der 
Nahrlésung sichtbar gemacht hatte. 

Folgerung: Das Ergebnis dieser ersten Versuche zeigte, daB im 
Hochmoor sulfatreduzierende Mikroorganismen vorhanden sind. Es 
zeigte sich weiter, daB es sich dabei um mesophile Formen handelt, fir 


die ein Temperatur-Optimum um 22° C bestimmend ist. — Zum Unter- 
schied von den in der Literatur beschriebenen Versuchsergebnissen tritt 
der Schwefelwasserstoff erst nach 2—3 Wochen auf. — Uberraschend 


ist das Ergebnis, daB die Organismen bei px 4,3, das dem py-Wert des 
natiirlichen Standortes entspricht, nicht zu wachsen vermédgen. Sie 
gedeihen in vitro vielmehr bei einem, wie es scheint, fiir ihre Verhaltnisse 
unnatiirlich hohen pxH-Wert. 

Auf Grund dieser Ergebnisse sollte eine weitere Versuchsreihe an 
Rohkulturen AufschluB tiber die py-Verhaltnisse geben. Zu diesem 
Zweck wurden Kulturréhren mit Sulfat-Lactat-Nahrlésung gefillt und 
durch Zugabe von NaOH bzw. HCl auf py 4,2—7,2 eingestellt, mit 
Ausgangsmaterial beimpft und im AnaerobiergefaéB bei 22° C kultiviert. 

Ergebnis: Nach 3wochiger Kulturzeit ergab sich folgendes Bild: 


Tabelle 3. pu-Wert und Desulfurikation 


Dx | 4,2 | 4,4 | 4,6 | 4,8 | 5,2 | 5,6 | 6,0 | 6,4 6,8 | 7,0 


Bi,8 504 ai) eft): errr fete] eae | ee] eae paea- [eg egal pean 


Schwefelwasserstoff trat erst ab po 4,6 in schwachem Mae auf. Seine 
Bildung wurde bei erhdhtem py-Wert begiinstigt und erwies sich als am 
stairksten um py 7. 

Kein Wachstum und daher auch keine H,S-Bildung war in den tiefen 
pu-Bereichen von 4,2—4,6 zu beobachten. Die py-Frage wird noch an 
anderer Stelle behandelt werden. 


c) Standortsiiberpriifung 


Weitere Voruntersuchungen sollten Aufschlu8 iiber die Anwesenheit 
von Schwefelwasserstoff und iiber das Vorkommen von Sulfatredu- 
zierern an verschiedenen Standorten des Moores geben. Zu diesem 
Zweck wurde an verschiedenen Stellen des Moores mit Hilfe der Silber- 
stab-Methode in den einzelnen Tiefen die Verteilung des Schwefelwasser- 
stoffs ermittelt und mit Hilfe der Sonden-Methode aus mehreren Be- 
reichen bakterienhaltige Flissigkeit entnommen. 
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Ergebnis: Tab. 4 gibt Aufschlu8 iiber das Auftreten von Sulfat- 
reduktion in den entnommenen Proben. Daraus geht hervor, daB alle 
Proben Sulfatreduzierer enthielten. Im allgemeinen ergibt sich wieder 
dasselbe Bild wie bei der Vorprobe auf Sulfatreduktion in verschiedenen 
pu-Bereichen. 


Tabelle 4. Schwefelwasserstoffverteilung in verschiedenen M. oortiefen 


Sulfatreduktion 
piensa in Sulfat-Lactat-Medium 18 
Tiefe der Farbun 
Standorts- g : rp 
B ees : entnommenen des Be 48 De 2.2 dc 
Proben Ag-Stabes? 
64/4 8 15 cm cae = 
Schlenke t 30 cm + ap + ++ 
Vv 46 cm = + + +4 2 

64/5 Pp 29 cm +++ + ++ +++ 
Schlenke j|qu) 40cm tet ~_ = iL 
r | 65cm (+) = + ++ 
64/71 h | 44,5 cm + + + ++ 
54/8 i | 18—20 cm ++ dese ++ 
Schlenke ] 30 cm Heap + ae ++ 
k 45 em + ae = Yet 
54/9 © 15 cm ope + foes ja 
sehr nasse Stelle} e 19 cm (+) = coals aa 
_ 04/10 m| 18cm Sas = = fp ++ 
Ubergang n 38 cm +4++ ++ ++ +4 
Schlenke—Bult}| o 58 cm + — — foc 


Erklarung der Zeichen in der Tabelle: 


1 Nasse Stelle. 
2 _ keine Farbung; + leichte Braunung; ++ starke Braunung; +++ Schwarz- 


farbung; (+) einzelne H,S-Blasen. 
3 _ kein Bi,S,; + Bi,S, schwach; ++ Bi,S, gut; +++ Bi,S, stark. 


Die Proben mit starkster H,S-Produktion, 54/5 p und 44/10 n, 
dienten als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung der Bakterien. 

Einige weitere Probenuntersuchungen sollten zeigen, ob auch das 
verschiedentliche Auftreten von H,S in Tiefen von 1 m noch auf Sulfat- 
reduktion zuriickzufiihren sein kann (Tab. 5). Die Ergebnisse zeigen, daB 
im Hochmoor Sulfatreduzierer auch noch in 1 m Tiefe vorkommen. 


d) Isolierung der Sulfatreduzerer 
Wie schon aus der Literatur hervorgeht (BEIJERINCK, VAN DELDEN, 
Burtt u. a.), ist die Isolierung von Sulfatreduzierern sehr schwierig und 
langwierig; sie sind hartnackig mit anderen Formen vergesellschaftet und 
zeigen mit zunehmender Isolierung ein immer schwicheres Wachstum, 
was auch eigene Versuche ergaben. 
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Am einfachsten laiBt sich die Isolierung handhaben, wenn es sich um 
sporenbildende Sulfatreduzierer handelt, wie 2. B. die von STARKEY 
beschriebenen. Da auch hier diese Méglichkeit offenstand, wurden fol- 
gende Versuche angesetzt: Kulturrdhren wurden mit Nahrlésung 1 
(pu 7) gefiillt und mit Ausgangsmaterial beimpft. Serie 1 wurde sodann 
20 min bei 100° C erhitzt, die Vergleichsserie 2 unbehandelt gelassen. 


Tabelle 5. Sulfatreduktion durch Moorproben aus 1m Tiefe 


Sulfatreduktion in 
cee Sulfat-Lactat-Medium 1 
' Tiefe der Schwarzung i 
ss ts- entnommenen des Pu 4,5 Pu / 
bec RI Proben Ag-Stabes 
65/1 
Ubergang Schlenke— Bult im a = on 
55/2 
Ubergang Schlenke— Bult 1m (+) + ++ 
55/7 
Bult 1m (+) a aa 
55/8 | 
Bult 1m | (+) + te 
55/9 
Ubergang Schlenke— Bult im re ad ple 


Nach 4woéchiger Kulturdauer ergab sich, daf lediglich in der Ver- 
gleichsserie 2 Sulfatreduktion aufgetreten war. Es waren also keine 
sporenbildenden Sulfatreduzierer vorhanden. Daher muBte die lang- 
wierige Isolierungs-Methode benutzt werden, die auf dauernder Uber- 
impfung in Lésung und Zwischenkultur auf festem Medium beruht. 


Methodik: Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung dienten die oben auf- 
gefiithrten Anfangs-Kulturen von py 4,6 und pq 7, die eine positive H,S-Bildung 
aufgewiesen hatten. 

Die ersten Uberimpfungen aus diesen Kulturen erfolgten in Réhrchen mit 
Nihrlésung 1, die als einzige Kohlenstoff- Quelle Na-Lactat enthielt. Dieses magere 
Nahrmedium wurde fiir die anfanglichen Uberimpfungen vorgezogen, da ein Teil 
der Begleitorganismen, die héhere Ernahrungsanspriiche stellen, in ihr nicht zu 
wachsen vermégen und allmahlich zuriickgedringt werden. 

Nach einigen Uberimpfungen erfolgte Ubergang auf ein festes Medium nach 
SraRKEY von der Zusammensetzung (Nihrmedium 2): Leitungswasser 1000,—; 
Pepton 5,+; Dextrose 5,—; MgSO,:7H,O 0,5 (abgeiindert nach PostGatE); 
Na,SO, 0,5 (abgeiindert nach Posraarn); (BiO),CO, 0,5 abgeiéndert (Brnp4A); 
Agar 15,—. Nahrmedium 2 wurde pasteurisiert und auf py 4,6 und pq 7 ein- 
gestellt. 

Ferner wurde ein Sphagnum-Nihragar verwendet, der den Bedingungen des 
natiirlichen Standortes angepaBt war (Nihrmedium 3): Aqua dest. 1000,—; Luft- 
trockenes Sphagnum 10,—; aufkochen, abfiltrieren + Agar 15,—. Diesem Medium3 
wurde Sulfat zugesetzt, und zwar MgSO,: 7 H,O 0,5; Na,SO, 0,5. 
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Es zeigte sich, dai ein Wachstum auf Nahrmedium 2 sehr gut, auf 
Nahrmedium 3 jedoch kaum erfolgte. Daher wurde bei den weiteren 
Versuchen Sphagnumagar (3) weggelassen. Dieses feste Medium wurde 
nun im Wechsel mit einer etwas ttppigeren Nahrlosung (4) verwendet, da 
die Bakterien mit zunehmender Reinigung in Nahrlésung 1 nur noch sehr 
schwaches Wachstum zeigten (Nahrlosung 4): 

Leitungswasser 1000,—; K,HPO, 0,5; NH,Cl1,0; MgSO, - 7 H,O 0,5; Na,SO, 0,5; 
Na-Lactat 3,5; (BiO),CO, 0,5; Asparaginsiure 1,—; Glucose 5,— (nach Postage); 
Ascorbinsaure 0,5 (nach GRossMAN u. Postaatr). Nahrlésung 4 erhielt gegeniiber der 
Nahrlésung 1 noch einen Zusatz von Asparaginsdéure als organische Stickstoff- 
quelle und Glucose als weitere Energiequelle. PostagaTre konnte zeigen, dab 
Glucose fiir eine volle Wachstumsbeschleunigung der Sulfatreduzierer unentbehrlich 
ist. Ferner wurde der Lésung Ascorbinsiure zugesetzt, um ein giinstiges Redox- 
Potential zu schaffen. Nach Mirner (1949) stellte sich bei seinen Kulturen eine 
Erhéhung des H,S-Betrages ein nach Zugabe von Pepton, Hefe-Extrakt, Leber- 
Extrakt, Kartoffelsaft oder Protein-Hydrolysat zu der Nahrlésung. Die Wirkung 
dieser Substanzen mag wohl mindestens zum Teil darauf beruhen, daB sie natiirliche 
Redox-Systeme enthalten. 

Bei Uberimpfungen aus fliissigem Medium wurde darauf geachtet, daB reichlich, 
etwa 0,1 ml Fliissigkeit mit Bodensatz iibertragen wurde. Die Sulfatreduzierer 
haben niamlich die Eigenschaft, sich vor allem zwischen dem Bodensatz auf- 
guhalten, so daB eine Kultur mit gutem Wachstum und starker H,S-Bildung 
vollig klar aussehen kann. 

Bei Abimpfung von festem Boden in Fliissigkeit wurden stets ganze Kolonien 
iibertragen, da sich einzeln iibertragene Sulfatreduzierer nicht entwickeln kénnen. 

Im Wechsel fliissig-fest-fliissig wurden zahlreiche Uberimpfungen vorgenommen, 
und zwar jeweils in Medium mit pp 4,6, 5,5 und 7. Nur Kulturen, die Bi,S,-Nieder- 
schlag aufwiesen, wurden zur weiteren Isolierung verwendet. Zwischen den ein- 
zelnen Passagen erfolgte mikroskopische Kontrolle iiber die Zusammensetzung der 
Bakterienflora. 

Ergebnis: 1. Die ersten Kulturen zeigten neben zahlreichen Stabchen 
und Kokken Bakterien von Vibrionen-Form. Allmahlich wurden die 
Begleitorganismen zuriickgedraingt, Vibrionen mit 1/, oder einer an- 
_gefangenen ganzen Windung traten zahlreicher auf. Hartnackig erwies 
sich ein gelbes Bakterium, ein gram-negatives Stébchen von 1,5 bis 
2,3 Lange und 0,8 « Breite. Dieses trat auch nach Ubertragung von 
Kolonien in fliissigem Medium immer wieder hartnackig auf. Es gelang 
nur schwer nach zahlreichen Uberimpfungen, das sulfatreduzierende 
Bakterium von ihm zu befreien. 

2. Die Sulfatreduzierer wiesen in den Anfangskulturen im Beisein der 
natiirlichen Begleitorganismen gutes Wachstum und gute Schwefel- 
wasserstoff-Bildung auf. Parallel mit zunehmender Reinigung der 
Kulturen trat auch in alkalischem Medium schwiicheres Wachstum und. 
geringer werdende physiologische Aktivitaét auf. Dabei konnte bei 
Flissigkeits-Kulturen die Beobachtung gemacht werden, daf in Gegen- 
wart des’ unter 1. erwihnten gelben Bakteriums Wachstum und Re- 


duktion besonders gut waren. 
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3. Die Anfangskulturen zeigten nach Uberimpfung sowohl in Medium 
mit po 4,6 als auch in Medium mit pp 7 gutes Wachstum und gute 
Schwefelwasserstoff- Bildung. 

Mit zunehmender Reinigung gelang es immer schwerer, die Sulfat- 
reduzierer in saurem Medium zum Wachstum zu veranlassen. Wachstum 
und Schwefelwasserstoff-Bildung erfolgten schlieBlich nur noch im 
Bereich von py 6,4—7,2. 


Abb. 2. Desulfurikanten aus Moor; Vibrio-Form. Abb. 3. Desulfurikanten aus Moor; 
VergréBerung etwa 1500mal Spirilum-Form. VergréB8erung etwa 1500mal 


4. Wahrend in den Anfangskulturen die Sulfatreduzierer lediglich 
als Vibrionen mit einer halben oder einer ganzen Windung auftraten 
(Abb. 2), zeigten die spateren Kulturen, vor allem nach mehreren Pas- 
sagen in Fliissigkeit zahlreiche Spirillen mit 1—11/,, nicht selten aber mit 
bis zu 3 ganzen Windungen (Abb. 3). 


e) Versuche tiber den HinfluB von Mikroorganismen und verschiedenen 
Substanzen auf das Verhalten der Sulfatreduzierer 


Es hatte sich gezeigt, daB sich die Sulfatreduzierer in Mischkultur 
wesentlich anders verhalten als in Reinkultur. Dies machte sich einerseits 
in der Stérke des Wachstums und in ihrem Reduktionsvermégen, 
andererseits in ihren Anspriichen hinsichtlich des py-Wertes der Nahr- 
losung bemerkbar. Es muBte also von den Begleitorganismen ein Einflu8 
auf die Sulfatreduzierer ausgehen, der einmal auf einer stimulierenden 
oder fordernden Wirkung, zum anderen auf einer Abanderung des 
pu-Wertes beruhen konnte. Es war ferner moglich, daB gewisse, im Moor 
vorhandene Stoffe, den Sulfatreduzierern bei Kultur in vitro fehlten. Es 
konnte sich um Stoffe handeln, die im Anfang mit dem reichlichen 
Impfmaterial noch in den weiteren Kulturen zur Verfiigung standen, die 


sich aber nach mehreren Uberimpfungen allmahlich fehlend bemerkbar 
machten. 
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Versuche von Kupzis (1928) haben den férdernden EinfluB von 
anderen Mikroorganismen auf die H,S-Produktion bei Spirillum desulf. 
bewiesen. Verf. fiihrt diese Férderung auf die Tatsache zuriick, daB es 
sich in diesen Fallen um den Sauerstoff-Verbrauch durch Aerobionten 
handelt. Seine Versuchsergebnisse widersprechen aber seiner Folge- 
rung. Auch Kulturen von abgetéteten Bakterien némlich vermoch- 
ten die H,S-Leistung der Sulfatreduzierer auf mehr als das Doppelte zu 
steigern. Es miiBte sich also in diesen Fallen um f6rdernde Produkte der 
beigeimpften Mikroben gehandelt haben. 

Die nun folgenden eigenen Versuche konnten keine eindeutige Losung 
dieser Frage erbringen: 

Versuch 1 

Wie friher angefiihrt, fiel unter den Begleitorganismen vor allem ein 
gelbes Bakterium auf, das sich mit den Sulfatreduzierern als sehr eng 
vergesellschaftet erwiesen hatte. Es tauchte nun die Frage auf, ob 
diesem Bakterium nicht eine besondere Bedeutung fiir die Entwicklung 
der Sulfatreduzierer zukaime, die sich entweder hinsichtlich des Wachs- 
tums oder aber hinsichtlich der py-Anspriiche auswirkte. 


Methodik: Die isolierten Sulfatreduzierer wurden daher in Réhren mit Nahr- 
lésung 4 bei verschiedenen py-Stufen kultiviert. Serie 1 wurde mit dem gelben 
Bakterium direkt beimpft, der 2. nur das Filtrat der gelben Bakterien zugesetzt. Zu 
diesem Zweck wurde das gelbe Bakterium auf Nahrlésung 4 kultiviert. Nach 
4 Tagen wurde die bewachsene Lésung durch ein Bakterienfilter filtriert und der 
mit Sulfatreduzierern beimpften Nahrlésung im Verhaltnis 1:20 zugesetzt. Eine 
Zugabe frischen Bakterienfiltrates erfolgte erneut nach je 7 Tagen. Hine 3. Serie 
blieb als Vergleichslésung unbehandelt. 


Ergebnis: Nach 4wochiger Kulturdauer zeigten alle drei Serien 
gleiche Ergebnisse (Tab. 6). Das gelbe Bakterium hatte also fiir das Ge- 
deihen der Sulfatreduzierer keine unmittelbare Bedeutung. 


Tabelle 6. Sulfatreduktion in Mischkultur und mat Zusatzen 


4,4 4,8 5,2 6,0 6,8 7,2 
= se eae 


Dieses Ergebnis wurde erhalten bei Versuch 1 (Sulfatreduzierer allein, in 
Mischkultur mit gelbem Bakterium und mit Zusatz von Bakterienfiltrat); Ver- 
such 2 (Sulfatreduzierer ohne und mit Bakterien-Gemisch); Versuch 4 (Sulfat- 
reduzierer mit und ohne Biotin). 


Sulfatreduktion bei px 
(fiir alle 3 Serien) 


Versuch 2 
Weiter wurde der Versuch unternommen, alle Begleitbakterien durch 
Isolierung zu erfassen, um sie dann gemeinsam wieder den Sulfatreduzie- 
rern beizuimpfen. Ergab sich eine positive Wirkung dieses Bakterien- 
gemisches auf die Sulfatreduzierer, dann sollte einmal das Gemisch unter 
Weglassung je eines Bakterienstammes, zum anderen umgekehrt jeder 
Stamm einzeln den Sulfatreduzierern zugeimpft werden. 


350 TIRMGARD BENDA: 


Methodik: Zu diesem Zweck wurde eine Bakterienprobe in Sphagnum-Agar 
aufgeschwemmt und in Plattenkultur gebracht. Von diesen Platten wurden 41 ver- 
schiedene Bakterienkolonien sowohl in Sphagnum-Dekokt, als auch in Pepton- 
Dextrose-Medium (2) abgeimpft. Nur 16 Stémme wuchsen an und konnten weiter 
kultiviert werden. Auch ein zweiter Versuch, alle Begleitorganismen einzeln zu 
erfassen, schlug wiederum fehl. Die 16, vorderhand noch unreinen Stamme, wurden 
nun im Gemisch in die Lésung der Sulfatreduzierer bei verschiedenen pq-Stufen von 
4,4 7,2 beigeimpft. 

Ergebnis: Nach 4wéchiger Kulturdauer ergab sich in keinem Falle 
eine Anderung im Verhalten der Sulfatreduzierer (Tab. 6). Die 16 erfaBten | 
Bakterienstamme waren fiir die Entwicklung der Sulfatreduzierer ohne > 
unmittelbaren Einflu8. Infolge des Scheiterns aber, simtliche Begleit- 
organismen zu erfassen, kann das Ergebnis nicht als Antwort auf die 
gestellte Frage befriedigen. Es li8t vielmehr die Méglichkeit offen, daB 
ein oder mehrere, nicht erfaBte Bakterien, doch von wesentlichem un- 
mittelbarem Einflu8 auf die Sulfatreduzierer sein kénnen. Es ist damit. 
noch nicht bewiesen, ob der Bakterienkomplex in seiner Gesamtheit fe | 
die normale Entwicklung der Sulfatreduzierer nétig ist. 


Versuch 3 
Untersuchungen von REUTHER (1956) zeigten, daB der im Hochmoor | 
lebende Ericaceen-Symbiont 464, Cladosporium macrocarpum PreuB., 
Hochmoorbakterien in ihrem Wachstum stark zu fordern vermag. Auch 
im Filtrattest wurden die Bakterien geférdert. Die Wirkung dieses Pilzes 
sollte nun auch an den Sulfatreduzierern getestet werden. 


Methodik: Der Ericaceen-Symbiont 464 wurde auf 1°%igem Sphagnum- 
Dekokt kultiviert und nach 3 Wochen durch das Bakterienfilter abfiltriert. Das 
sterile Filtrat wurde wie bei Versuch 1 den Kulturen der Sulfatreduzierer bei ver- 
schiedenen py-Stufen zugefiigt. Hine zweite Serie blieb ohne Filtratzusatz. 


Tabelle 7. Wirkung von Symbionten-Filtrat 


Vers.-Beschr. | pu 4,4 | pu 4,8 | Pu 5,2 | Du 6,0 Du 6,8 Du 7,2 
Sulf.-Red. mit 464-Filtr. | — | ae | ar, = Sx 


++ ++ 


+44 Be 


Sulf.-Red. ohne 464-Filtr. | = — | a 


Ergebnis (Tab. 7): Serie 1 mit Filtratzusatz zeigte nach 4 Wochen 
in neutralem bis alkalischen Bereich eine stirkere Schwefelwasserstoff- 
Bildung als Serie 2 ohne Filtratzusatz. In saurem Medium blieb das 
Wachstum wieder in beiden Serien aus. Der Einflu8 des bakterien- 
fordernden Pilzes 464 aéuBerte sich auch den Sulfatreduzierern gegeniiber 
in seiner wachstumsférdernden Wirkung. Er blieb aber in bezug auf die 
pu-Frage ohne HinfluB. 

Versuch 4 

Ks war zu klaren, ob nicht Wirkstoffe fiir das physiologische Verhalten 
der Sulfatreduzierer von Bedeutung sein kénnten. In diesem Zusammen- 
hang interessierte besonders das Biotin, dem gegeniiber die Bakterien 
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eine unterschiedliche Abhangigkeit aufweisen und das wesentlich in das 
physiologische Geschehen eingreift. Es interessierte vor allem deshalb, 
weil nach Brersry (1950) bei der Moorbildung im Zuge der Absterbe- 
vorgange der Biotin-Gehalt der Pflanzen nicht zerstért wird. Die Humus- 
stoffe der Moore besitzen daher einen hohen Biotin-Gehalt. 

Methodik: Eine waBrige Lésung von (-++)-Biotin wurde durch das Bakterien- 
- filter steril erhalten und der Nahrlésung 4 davon so viel zugesetzt, daB 1000 ml der 
Loésung 0,1 mg Biotin enthielten. 

Ergebnis (Tab. 6): Nach 4wochiger Kulturdauer zeigte sich kein 
Unterschied zwischen Kulturen mit und ohne Biotin-Zusatz. Biotin ist 
also ohne HinfluB auf das physiologische Verhalten der Sulfatreduzierer. 


Versuch 5 


Im Zusammenhang mit dem EiweiSabbau im Moor interessierte der 
- KinfluB von Cystin auf das Verhalten der Sulfatreduzierer, das nur in 
geringer Konzentration dem Nahrmedium zugesetzt wurde. 
Methodik: Eine saure Lésung von t(—)-Cystin wurde durch das Bakterien- 
- filter steril erhalten. Davon wurde der Nahrlésung 4 so viel zugesetzt, da der 
Cystingehalt der Nahrlésung 0,05 auf 1000 betrug. 

Ergebnis (Tab. 8): Nach 4wéchiger Kulturdauer wiesen die Kulturen 
mit Cystin-Zusatz bei py 6,8 und 7,2 starkeren Sulfid-Niederschlag auf. 
Tn den py-Anspriichen hatte sich auch da wieder keine Anderung ergeben. 

Das Cystin zeigte demgem&8 eine wachstumsbegiinstigende Wirkung auf 
die Sulfatreduzierer. 


Tabelle 8. Wirkung von Oystin auf die Sulfatreduktion 


Versuche pu 4,4 pu 4,8 | px 5,2 pu 6,0 pu 6,8 | pu 7,2 
Sulf.-Red. mit Cystin er —— — — ao +44 ae te 
Sulf.-Red. ohne Cystin. . — oe ten Ss am ng 


E. Morphologische und physiologische Bestimmung 
der isolierten Sulfatreduzierer 

a) Morphologie 
Die isolierten sulfatreduzierenden Bakterien erwiesen sich als stark 
pleomorph, eine Eigenschaft, die auch von BuTLIN beobachtet wurde, 
und durch Veranderung der Kulturbedingungen hervorgerufen werden 
kann. Sie zeigten folgende Eigenschaften (Kulturen aus Sulfat-Lactat- 

Lésung, bei Zimmertemperatur kultiviert): 
Bewegliche Vibrionen von 3—5 4 X 1 u Grobe und bewegliche Spirillen bis zu 
7,5. Lange mit 1—3, mitunter mit bis zu 5 ganzen Windungen. — Sie sind nicht 


sporenbildend, gram-negativ, das Plasma erscheint stark granuliert. — Tm all- 
gemeinen liegt das Temperatur-Optimum zwischen 20° und 25°, das pu-Optimum 


zwischen 6,8 und 7,2. 
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b) Verwertung verschiedener Kohlenstoff-Quellen 
Methodik: Als Grundnahrlésung fiir die weiteren Versuche diente Nahr-. 
lésung 1, der anstelle von Lactat 0,5°% einer anderen C-Verbindung zugesetzt, 
wurde. Bei Zusatz von Pepton und Glucose wurde die Nahrlésung im Dampf) 
sterilisiert, Cystin wurde durch das Bakterienfilter steril erhalten und erst dann der: 
Nahrlésung zugesetzt. Eine Serie wurde auf py 4,5, die zweite auf py 7 eingestellt. 


Ergebnis: Siehe Tab. 9. Sie zeigt, daB vor allem Pepton und Cystin | 
unter den getesteten Kohlenstoff-Verbindungen von den Sulfatreduzie-. 
rern gut verwertet werden kénnen und! 


Tabelle 9. Verwertwng verschie- damit Wachstum und H,S-Bildung be-. 
dener C-Quellen durch die 


linstigen 
Sulfatreduzs giinstigen. 
2 Set ptt EINE ae ae Von den Zuckern kann lediglich Glucose : 
C-Quelle | p46 | px? abgebaut werden. Schwache H,S-Bildung 
Glucose... .| — — trat in den Kulturen mit den Aminosauren | 
ye -+ ++) — | —  Asparaginsiure und Glutaminsiure sowie: 
amd sos} —~ | ~~ in den Kulturen mit Acetat und Butyrat: 
epton .. . .| — ae Lagos 
Cystin... . . ils ,, auf. Auffallig ist das Verhalten der Sulfat-. 
Asparaginsiure .| — | (+) Yreduzierer bei Zugabe von Tartrat als. 
Glutaminsiure .| — | (+)  O-Quelle, das gute Entwicklung bei py 7 
Na-Succinat . .) — Tea und auch bei px 4,5 eine schwache H,S-. 
Na-Tartrat. . .| (+) + Bila shrlei 
Na-Acetat . . .| — (+) ae SPKe Gipteks 
Na-Butyrat. . .| — (+) Vergleicht man diese Ergebnisse mit 


denen anderer Autoren, so ergibt sich in. 
keinem Falle vollstaéndige Ubereinstimmung der isolierten Stimme in: 
ihrem ernaéhrungsphysiologischen Verhalten. In Tab. 10 sind einige: 
mesophile Stémme verschiedener Autoren angefiihrt und ihr Vermégen, 
verschiedene Kohlenstoff-Verbindungen zu verwerten. Es seien dabei nur 
einige der getesteten C-Verbindungen herausgegriffen. Die beste Uber- 
einstimmung zeigt der aus dem Hochmoor isolierte Stamm mit Spirillum 
des, Beijerinck. 


Tabelle 10. Vergleich der C-Verwertung durch Desulfovibrio-Stémme 


v ; r af a : 
Koblenstoff- gabe a erschiedene Stimme von Desulfovibrio desulfuricans 


Verbindungen Stamm Stamm Stamm Stamm 
BRIJERINCK RUBENTSOHIK STEPHENSON | a. d. Hochmoor 
Na-Lactat ...... +- +. + on 
Glucose Hares 20M + = _ + 
Maltose if stiiAAgsu vn 2 + = ee 
LA ChOBG oe sesh smi as, eit « ? + — as 
Na-Succinat .... . ? ae = Be 
Na-Lartrat. . .  S0)"s + + Bis ae 
Na-Acetat .- .. .. — aD a (4) 
Na-Butyrat 2... ). . — ae ate (425 
PODUOIY Piet. 3 cece ++ ? 2 a 
Asparaginsaure . + 2 2 (+) 
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Beobachtung: Kulturen in Lisung mit Pepton als Kohlenstoff- Quelle 
-enthielten Sulfatreduzierer von véllig anderem morphologischem Aus- 
sehen (Abb. 4). Die Vibrionen und Spirillen waren im Durchschnitt langer 
als normal. Sie erschienen in ihrer Form gestreckter, so da die Windun- 
gen nicht mehr so ausgepragt waren. Diese Beobachtung beweist, daB die 

Kulturbedingungen von groBem Einflu8 auch auf die morphologische 
- Gestaltung von Bakterien sein 
konnen. 


c) Verwertung einiger 
Schwefel-V erbindungen 
Von weiterem Interesse war 
das Verhalten des_ isolierten 
Stammes gegeniiber verschiede- 
_ nen Schwefel-Verbindungen als 
H-Acceptoren. 


Methodik: In Niahrlésung 4 
wurde das Sulfat durch Sulfit bzw. 

_ Thiosulfat (1 g/1000) ersetzt. 
Die durch das Bakterienfilter 
_ steril erhaltenen Losungen von Na- 
 Sulfit und Na-Thiosulfat wurden 
der sterilisierten Grundnahrlésung 
zugesetzt. Abb. 4. Wirkung von Pepton auf Desulfovibrio. 


Eine Serie wurde wieder auf py4,5, VereréBerung etwa 1500 mal 
eine zweite auf pq 7 eingestellt. 
Ergebnis: Sulfit konnte nur bei py 7 zu H,S reduziert werden; in 
Gegenwart von Thiosulfat als H-Acceptor vermochten die Bakterien 
weder bei po 4,5 noch bei py 7 zu gedeihen. 
Das Ergebnis iiberrascht, weil die meisten Autoren auch eine Reduk- 
tion von Thiosulfat feststellen konnten, wie Tab.11im Vergleich mit den 
eigenen Ergebnissen zeigt. Fiir Riickschliisse auf die Verhaltnisse im 
Moor kommt diesem Versuch jedoch keine Bedeutung zu, weil nach 
BENADE (1954) im Hochmoor weder Sulfite noch Thiosulfate vorkommen. 


Tabelle 11. H,S-Bildung durch verschiedene Desulfovibrio-Stémme 


Stamm Stamm Stamm Stamm | Stamm Stamm a. 

8-Verbindung ELION BAARS |STEPHENSON) STARKEY PostGaTE | Hochmoor 
‘SWINE Gece ene + + ae a ae as 
Bsulit. . . = . ? + aie ae 
Thiosulfat. . . + + ae ae aL. 4 


Folgerung aus a—c 
1. Aus den morphologischen und physiologischen Eigenschaften geht 
eindeutig hervor, daf es sich bei dem aus dem Hochmoor isolierten Sulfat- 


reduzierer um das in der Literatur mehrfach beschriebene und. nach der 
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neuen Nomenklatur als Desulfovibrio desulfuricans benannte Bakterium 
handelt. Physiologische Versuche, die auf die Verwertbarkeit verschiede- 
ner Kohlenstoff-Verbindungen gerichtet sind, zeigen eine enge Verwandt- 
schaft zu dem von BEIJERINCK isolierten Stamm. 


2. Die morphologische Variabilitét von Desulfovibrio desulfuricans ist 
sehr groB und ist abhangig von den jeweiligen Kulturbedingungen. Diese 
Beobachtung bestiatigt ergainzend die Ergebnisse der Temperatur- 
Experimente von BUTLIN u. Post@aTE (1947/48). 


3. Butyrat und Acetat treten bei der anaeroben Cellulosegarung als 
Abbauprodukte auf; da der aus dem Hochmoor isolierte Stamm diese 
beiden Verbindungen als Kohlenstoff- Quelle zu nutzen vermag, kénnen 
sie unter Umsténden auch im Hochmoor als weitere C- Quelle fiir die 
Sulfatreduzierer von Bedeutung sein. 


F. Diskussion der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit tritt in besonderem MaBe das Problem der 
Reinkultur auf. Schon bei Rohkulturen in vitro sind die Bakterien aus 
dem Gleichgewicht des natiirlichen Standortes herausgelést. Ganz be- 
sonders stark aber verschieben sich die Verhaltnisse, wenn nun auch noch 
ein Bakterienstamm von seinen Begleitbakterien getrennt und unter 
kinstlichen Bedingungen in Reinkultur gehalten wird. WryoGRADSKY 
hat mit Nachdruck auf diese Tatsache hingewiesen und davor gewarnt, 
Ergebnisse in vitro ohne weiteres auf die Verhaltnisse am natiirlichen 
Standort zu tibertragen. Dazu tritt die Schwierigkeit auf, da isolierte 
Stémme in Reinkultur in sehr vielen Féillen eine Schwachung des Wachs- 
tums und der physiologischen Aktivitaét erfahren, so daB Versuche an 
ihnen oft schwer durchfiihrbar sind. 


In der Literatur finden sich viele Beispiele dafiir. So berichtet unter anderem 
KHOUVINE (1923), da Cellulose von cellulosezersetzenden Bakterien viel rascher in 
Rohkultur als in Reinkultur angegriffen wird. Dieselbe Beobachtung machten 
WaksMAN u. Hurcutnes (1937/38). Ahnliches ist iiber den Abbau von EiweiB 
durch Bakterien oder iiber die N,-Bindung bei Azotobacter bekannt. Auch Kox 
(1954) behandelt dieses Problem in ihrer Arbeit iiber den aeroben Sphagnum- 
Abbau. 

Bei den Sulfatreduzierern lie8 sich auch im alkalischen py-Bereich mit 
zunehmender Isolierung eindeutig eine Schwiichung des Wachstums und 
der Schwefelwasserstoff-Bildung feststellen. Der synergetische EinfluB8 
der Begleitmikroben machte sich darin fehlend bemerkbar. Ob es sich 
hierbei um eine stimulierende Wirkung oder aber um die Belieferung mit 
Abbauprodukten durch die Begleitorganismen handelt, vermag zur Zeit 
nicht gesagt zu werden. 

Aus der Verschiebung des Gleichgewichtes erklirt sich aber weiter, dal 
die Bakterien in vitro unerwartete, ja widersinnig erscheinende Ergeb- 
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-nisse liefern. So erscheint es unglaubwiirdig, daB die aus dem sauren 
- Hochmoor mit einem py-Durchschnitt von 4,3 isolierten Sulfatreduzierer 
in Reinkultur nur in einem neutralen bis alkalischen py-Bereich um 7 zu 
wachsen und Schwefelwasserstoff zu bilden vermégen. 


Der wichtige EinfluB der Begleitbakterien muB auch in diesem Falle 
in Betracht gezogen werden. Denkt man an die Stoffwechsel- und Abbau- 
produkte dieser Bakterien, wie z. B. NH3, so erklart sich eine py-Erhéhung 
in Mikroraumen, wie sie nach Laatscu (1954) auch lokal in sauren Boden 
im Zusammenhang mit dem EiweiBabbau stattfindet. Er erklart auf diese 
Weise die Polymerisation von Abbauverbindungen des Lignins wie auch 
chinoider Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen zu Huminséuren 
in sauren Béden. Diese Polymerisation stellt einen ProzeB dar, der 
normalerweise unter alkalischen Bedingungen verlauft. 


Nach Benapbe (1954) kann NH, im Moor durch nitrifizierende Bakte- 
rien nicht weiterverarbeitet werden und ist daher im Moor iiberall nach- 
weisbar. 

Auch Hwane (1938/39) beschaftigt sich mit der Empfindlichkeit ge- 
wisser Organismen in Reinkultur. Auch er riickt die am Standort in 
Mikroraumen herrschenden Verhaltnisse in den Vordergrund seiner Be- 
trachtungen. Diese kleinsten Raéume besitzen nach seiner Ansicht nicht 
meBbare eigene Reaktionen, die durch die Stoffwechsel- und Abbau- 
produkte gewisser Organismen hervorgerufen werden und die Reaktion 
des Bodens in ihrem kleinsten Umkreis verandern. Dies erklart, daB z. B. 
siureempfindliche Organismen auch unter ungtnstigen, extremen Acidi- 
tatsverhaltnissen durch eigene Arbeit oder durch die Arbeit eng benach- 
barter Organismen ihre Lebensbedingungen finden. Hwane weist weiter 
darauf hin, da®B dieser Umstand in anaeroben Boden durch die unvoll- 
kommene Zersetzung organischer Verbindungen begiinstigt wird. Unter 
anaeroben Bedingungen werden z. B. bei der Eiweifizersetzung neben 
NH, auch Aminosauren gebildet, die in den Mikroraumen eine groBere 
Pufferwirkung sowohl in alkalischem als auch in saurem Bereich ausiiben 
kénnen. Werden nun die Organismen aus den natiirlichen Verhaltnissen 
in Reinkultur gebracht, so macht sich das Fehlen dieser Pufferwirkung 
schadlich bemerkbar. 

Im Falle der Sulfatreduzierer fragt sich nun, sind die Sulfatreduzierer 
im Hochmoor von diesem py-begiinstigenden Einflu8 benachbarter Bak- 
terien abhingig? Vielleicht kénnen sie sich, da es sich bei ihnen um 
heterotrophe Organismen handelt, bei Vorhandensein geeigneter orga- 
nischer Stoffe die py-Verhaltnisse in ihrem Umkreis selber giinstig ge- 
stalten —eine Frage, die noch der weiteren Untersuchung wert ware. 

Aus den Versuchen geht jedenfalls hervor, daf die Sulfatreduzierer 
Pepton als Kohlenstoff- Quelle verwerten kénnen. Auch SenEZ (1954) 


25* 
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konnte an ruhenden Zellsuspensionen der Sulfatreduzierer zeigen, daB 
sie Cystin aktiv als H,-Donator unter vollsténdiger Desaminierung des 
Molekiils nutzen. Der Abbau des Cystins verlauft, wie die Wirkung von 
Inhibitoren zeigt, mit Hilfe von drei verschiedenen Fermentsystemen. 


1. Cystin Reduktion — Cystein (adaptiv) 


Desaminierung 
Desulfurierung 


bo 


— Brenztraubensiure + NH, + H,S 
(konstitutiv) 


3. Brenztraubenséaure Decarboxylierung ~ Acetat + CO, + Hy. 


. Cystein 


Bei Reaktion 3 dient SO, als H,-Acceptor (Bildung von H,8). Auf diese 
Weise waren auch die Sulfatreduzierer selbst in der Lage, die py-Verhalt- 
nisse in ihrer engsten Umgebung zu beeinflussen, vorausgesetzt, dab die 
entsprechenden Verbindungen am Standort vorliegen. 

Im Zusammenhang mit der Verwertung von Kohlenstoff-Quellen sei 
hier nochmals auf den Abbau von Butyrat und Acetat durch die Sulfat- 
reduzierer hingewiesen. Als Cellulose-Abbauprodukte kénnen sie den 
Sulfatreduzierern im Hochmoor zur Verfiigung stehen. 

Wahrend in den Flachmooren die Cellulose hauptsachlich aerob ab- 
gebaut wird, geht dieser Zersetzungsvorgang in den Hochmooren sehr 
langsam vor sich (WAKSMAN 1932). Die anaeroben Zonen des Hoch- 
moores sind daher durch das Vorhandensein von Cellulose und cellulose- 
abbauenden Bakterien gekennzeichnet. Im Sphagnum bestehen 15—20°%% 
der gesamten organischen Substanz aus Cellulose, bei deren anaerobem 
Abbau Essigsdure und Buttersadure entstehen. Auch RUBENTSCHIK (1928) 
wies auf die Bedeutung von Produkten der anaeroben Cellulosegaérung 
hin, wie sie die Essig- und die Buttersaure darstellen. Er isolierte aus dem 
Schlamm des Kujalnizki-Limans bei Odessa einen Sulfatreduzierer, dem 
diese Produkte als Energiequelle dienten. Er legte damit ein Problem 
klar, das schon Hoprn-SryLer 1886 beobachtet, aber nicht zu klaren 
vermocht hatte. 

Offen bleibt noch die Frage nach dem Vorkommen autotropher Stiémme 
der Sulfatreduzierer im Hochmoor. Wie schon erwihnt, sind Sulfat- 
reduzierer bekannt geworden, die bei Vorhandensein molekularen Wasser- 
stoffs autotroph leben kénnen. Das reiche Vorkommen von molekularem 
Wasserstoff im Hochmoor — eigene Messungen ergaben, daB 6—8,5°%, 
aller anaerob im Hochmoor gebildeten Gase aus H, bestehen — schafft 
die Voraussetzung fiir ein autotrophes Leben. Versuche in dieser Richtung 
kénnten ebenfalls noch weiteres Licht auf das Leben in den anaeroben 
Bereichen des Hochmoores werfen. 


Das reiche Vorkommen von Sulfatreduzierern im Hochmoor mup aber 
auch als Bewers fiir ihre physiologische Tdtigkeit und Verantwortlichkeit 
fiir dort auftretenden Schwefelwasserstoff anerkannt werden. 
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IH. Der EiweiBabbau 
A. Die H,S-Bildung als Folge des EiweiBabbaues 
(Biochemische Betrachtung) 


Weit verbreitet ist die Schwefelwasserstoff-Bildung aus Eiweifstoffen 
durch die Tatigkeit von Mikroorganismen. Handelt es sich bei der Sulfat- 
reduktion um eine streng spezifische Eigenschaft einer eng umgrenzten 
Organismengruppe, so vermégen sich am Eiweif-Abbau zahlreiche ver- 
schiedene Mikroorganismen zu beteiligen (OMELIANSKI 1904, BaveEn- 
DAMM 1934, BENADE 1954). Die Bildung von Schwefelwasserstoff tritt 
als Begleiterscheinung bei der Zertriimmerung der Proteine auf. Sie er- 
folgt auf Grund der Spaltung der Thioaminséuren sowohl unter aeroben, 
vor allem aber unter anaeroben Bedingungen durch obligat und fakultativ 
anaerobe Bakterien (WAKSMAN 1927). 


Der Schwefel-Gehalt nativer Proteine schwankt zwischen 0,2—2% 
(STARKEY 1950) und beruht in der Hauptsache auf ihrem Gehalt an 
Methionin und Cystin, bzw. dessen Reduktionsprodukt Cystein. 


Methionin ist als obligater Bestandteil von echten EiweiBstoffen anzusehen. 
Nach Brrsrn (1950) bestehen durchschnittlich 5094 des Gesamt-Schwefels aus 
Methionin-S. Der restliche Schwefelanteil ist hauptsichlich als Cystin im HiweiB 
gebunden. 

Nach den bisherigen Untersuchungen scheint jedoch das Methionin fiir Bakterien 
nur schwer spaltbar zu sein und diirfte auf Grund der bisher gefundenen Endpro- 
dukte bei mikrobiologischen Prozessen fiir das Auftreten von Schwefelwasserstoff 
nicht in Frage kommen (Tarr 1933/34, SrarKny 1950, Brrsry, 1950). Endgiil- 
tige Ergebnisse iiber den Abbau von Methionin liegen in der Literatur allerdings 
noch keineswegs vor. Auch die vorliegende Arbeit wird sich noch mit Versuchen 
iitber Methionin-Abbau zu beschaftigen haben. 


Cystin und Cystein. Sicher dagegen und genauer untersucht ist die Schwefel- 
wasserstoff- Bildung aus Cystin und Cystein. Cystin erweist sich als leicht angreifbar 
fiir die meisten Bakterien, besonders auch unter anaeroben Bedingungen. TANNER 
fand, daB 104 von 131 getesteten Bakterien-Kulturen H,S aus Cystin erzeugen 
konnten. 

Der Abbau von Cystin ist deshalb von besonderem Interesse. Ist auch die Frage 
nach der Rolle des Cystins am Proteinaufbau und die Frage des Cystin-Abbaues 
noch nicht véllig geklart, so liegen doch schon zahlreiche Untersuchungen dariiber 
vor. 

Beim Abbau wird das Cystin in der ersten Phase zu Cystein hydriert; das 
geschieht entweder durch eine reduzierende Substanz oder aber durch elementaren 
Wasserstoff, wenn die Mikroorganismen das Ferment Hydrogenase besitzen (bei 
JANKE 1951). Die beiden Aminoséuren unterliegen im weiteren Verlauf daher den 
gleichen enzymatischen Vorgangen. 

Der Abbau des Cysteins wird durch das Enzym Cysteinase-Desulfhydrase — von 
Tarr (1934) an aeroben und anaeroben heterotrophen Bakterien beschrieben und 
von BINKLEY (1934) aus Escherichia coli angereichert — katalysiert (siehe auch 
Smyrue 1954 sowie DesNUELLE u. Fromaceor 1939). 
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Bei SumMNER (1951) finden sich die Elementarreaktionen zusammengestellt, die 
den Abbau des Cysteins durch die Cystein-Desulfhydrase darstellen: 
HS - CH, - CH(NH,) - COOH —+ H,S + CH,=C(NH,) - COOH 
CH,=C(NH,) : COOH = CH, - C(=NH) - COOH 
CH;:C(=NH):COOH+H,O —_ + CH, : CO: COOH + NH, 
HS - CH, - CH(NH,) - COOH + H,O — CH,- CO- COOH + H,S + NH, 
Cystein Brenztraubensaure 


In diesem Zusammenhang sei nochmals auf die Versuche von SeNnEzZ (1954) 
hingewiesen, die sich mit dem Abbau von Cystin bei Sulfatreduzierern befassen. 
Als px-Optimum fiir die Cystein-Desulfhydrase wird pp 6,8—7,2 angegeben. 


B. Der EiweiBabbau im Hochmoor 
a) Der Eiweifgehalt der Hochmoore 


Uber den Gehalt des Hochmoores an Eiweif liegen einige Berechnungen 
vor. WAKSMAN (1930) gibt als durchschnittlichen EiweiBgehalt der deut- 
schen Hochmoore 5,78% der Trockensubstanz an. Benape (1954) bringt 
Berechnungen fiir zwei deutsche Hochmoore, deren Gehalt an EiweiB 
und organischem Schwefel in Prozent des organischen Materials betrug: 
Hochreitermoor 2,2°% EiweiB und 0,3°, organ. Schwefel; Gottesgab 
(Erzgebirge) 4,0°% EiweiB und 0,1°% organ. Schwefel. Das EiweiB stammt 
zum groBten Teil aus den das Hochmoor aufbauenden Pflanzen, vor allem 
aus dem Sphagnum. Nach WAxksMAN liegt der EiweiBgehalt von Sphagnum 
bei 5,88°%, bezogen auf die Trockensubstanz. 

Ferner darf der Gehalt des Hochmoores an sekundar gebildetem MikrobeneiweiB 
nicht unterschatzt werden, wenn er auch hinter den in Flachmooren gebildeten 
Mengen weit zuriickbleibt. Der Proteingehalt der Bakterien schwankt stark je nach 
dem Substrat, auf dem die Bakterien leben. Er kann von etwa 10% bis hinauf zu 
80°, der Bakterien-Trockensubstanz betragen. 

Frrpas (1947) miBt auch den Pollenniederschligen eine gewisse, wenn auch 
nicht entscheidende Rolle bei der Ernahrung der Hochmoore zu. Der EKiweiBgehalt 
des Pollens liegt bei 10—20°% der Trockensubstanz. Auf Grund seiner Berechnungen 
werden dem Hochmoor durch Polleneinwehung jahrlich EiweiBmengen in einer 
GroBe von etwa 1 kg je ha zugefiihrt. Es fragt sich jedoch, ob das PolleneiweiB nicht 
bereits aerob von den Mikroorganismen, vor allem von den Pilzen abgebaut wird, 


denn es ist fiir die Mikroorganismen leicht zuginglich. Es kame in diesem Falle fiir 
die anaerobe KiweiBzersetzung nicht mehr in Frage. 


b) Uberpriifung einzelner Standorte auf erweiBabbauende Bakterien 


Der Isolierung vorausgehend wurden Flissigkeitsproben einzelner 
Standorte des Moores auf das Vorhandensein eiwei®zersetzender Bakte- 
rien gepriift. Es handelt sich bei diesen Proben um dieselben, die bereits 
in Kapitel Il C auf Sulfatreduzierer gepriift wurden. 

Methodik: Als Nahrmedium diente eine peptonhaltige Nahrlésung nach 
PaAcHECO u. Peres (entnommen aus JANKE, ,,Arbeitsmethoden der Mikrobiologie‘‘) 
(Nahrmedium 5): Aqua dest. 100,—; Pepton 3,—; NaCl 0,3 (abgeandert); NagHPO, 
0,2 (abgeandert) ; (BiO),CO, 0,5; Cystin 0,01. An Stelle von 0,5% NaCl bei Pacurco 
u. Peres wurden zur besseren Abpufferung der Lésung nur 0,39 NaCl und 0,2% 
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Na,HPO, zugesetzt. Die Lésung wurde pasteurisiert, in kleine Kulturréhren ab- 
gefiillt und mit dem Bakterienmaterial beimpft. Der pa-Wert der Lésung betrug bei 
einer Serie 5, bei der anderen 7. 

Ergebnis (Tab. 12): Nach 7tigiger Kulturdauer bei Zimmertempe- 
ratur und unter anaeroben Bedingungen ergab sich, da& saémtliche 
Proben eiweiBabbauende Organismen enthielten. In allen Fallen war der 
Eiweifabbau bei py 7 intensiver als bei py 5, jedoch bei py 5 immer noch 
gut. Die Proben 54/5 p und 54/10 n dienten als Ausgangsmaterial fiir die 
Isolierung der Bakterien. 


Tabelle 12. HiweiBabbau im Hochmoor 


HiweiBabbau in 
Seek Pepton-Medium 5* 
Tiefe d my 
Standorts-Bezeichnung oe Hirbung €esj/ ps. Du 7 
Ag-Stabes? 
Proben cm 
54/4 Schlenke 8 15 Seefe a 
t 30 + ++ 
Vi 46 — + =}. 
54/5 Schlenke p 29 de dkak ae 44, Se a 
qu 40 aE ik 
r 65 (+) + ++ 
54/7 h 44,5 +o os = 
54/8 Schlenke i 18—20 oe es 4b dk 
1 30 ae ap ae Sects 
k 45 - ab es 
54/9 sehr nasse Stelle c 15 ++ = eee 
e 19 (+) ae SE a0 
54/10 Ubergang Schlenke-Bult | m 18 Sot = doe 
n 38 Stee tt apf 
Q | 58 a st: sear 
1 Nasse Stelle. 
2__ keine Farbung, + leichte Braunung, ++ starke Briunung, + ++ Schwarz- 


farbung, (+) einzelne H,S-Blasen. ; 
3 kein Bi,S,, + Bi,S, schwach, ++ Bi,S, gut, +++ Bi,S, stark. 


c) Isolierung der EiweiBabbauer 


Methodik: Als Nahrmedium fiir die Isolierung dienten im Wechsel Pepton- 
Nahrmedium (5) und Sphagnum-Nabrmedium (3) mit und ohne Agarzusatz, als 
Impfmaterial die oben aufgefiihrten Bakterienproben 64/5 p und 64/10 n. Kulturen 
mit positiver H,S-Bildung wurden bis zur Isolierung einzelner Stémme weiter- 


geziichtet. 
Beschreibung der isolierten Bakterienstiimme (aus Sphagnum-Dekokt): 
Stamm Nr.6 (Abb.5). Stabchen 2,43 x 1; fakultativ anaerob, gram- 
negativ. Oberflichen-Kolonien: Form: rundlich; Erhebung: flach ; Op- 
tische Flaichenbeschaffenheit: mehlig bestaubt; Konsistenz: schleimig ; 
Randbeschaffenheit: glatt; innere Zeichnung: homogen. 
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Stamm Nr. 7. Kurzstaébchen 2,2 x 0,6 uw; fakultativ anaerob, gram- 
negativ. Oberflachen-Kolonien: Form: rund; Erhebung: flach; optische 
Flachenbeschaffenheit: mattglinzend; Konsistenz: schleimig; Rand- 
beschaffenheit: glatt; innere Zeichnung: dunkle Flecken in der Mitte. 


Abb. 5. Eiwei®Bzersetzer, Stamm Nr. 6 Abb. 6. EiweiBzersetzer, Stamm Nr. 9 
VergréBerung etwa 1500 mal VergréBerung etwa 1500 mal 


Abb. 7. EiweiBzersetzer, Stamm Nr. 11 Abb. 8. EiweiBzersetzer, Stamm Nr. F/ 
VergréBerung etwa 1500 mal VergréBerung etwa 1500 mal 


Stamm Nr. 9 (Abb. 6). Staébchen 2,2 x 0,8 4; fakultativ anaerob, gram- 
negativ. Oberflichen-Kolonien: Form: rundlich; Erhebung: flach; op- 
tische Flachenbeschaffenheit : mehlig bestaéubt; Konsistenz : schleimig ; 
Randbeschaffenheit: glatt; innere Zeichnung: homogen. 


Stamm Nr. 10b. Stibehen 2 x 1; fakultativ anaerob, gram-negativ; 
Oberflichen-Kolonien: Form: rundlich; Erhebung: flach; optische 
Flachenbeschaffenheit: kreidig; Konsistenz: schleimig-schmierig ; Rand- 
beschaffenheit: glatt; innere Zeichnung: zoniert, in der Mitte grob 
punktiert. 

Stamm Nr. 11 (Abb. 7). Stiibchen 2,2 x 1 4; fakultativ anaerob, gram- 
negativ; Oberflaichen-Kolonien: Form: rundlich; Erhebung: flach; op- 
tische Flichenbeschaffenheit: kreidig; Konsistenz: schleimig; Randbe- 
schaffenheit: glatt; innere Zeichnung: zoniert, in der Mitte fein punktiert. 
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Stamm Nr. 12. Stabchen 2 x 1,2 4; fakultativ anaerob, gram-negativ; 
Oberflachen-Kolonien: Form: rund; Erhebung: flach; optische Flachen- 
beschaffenheit : durchscheinend ; Konsistenz : schleimig; Randbeschaffen- 
heit: wulstig, zerrissen; innere Zeichnung: fein granuliert. 

Stamm Nr. 41. Stabchen 2,4—2,6 x 1,2—1,4 uw; fakultativ anaerob, 
gram-negativ. Oberflachen-Kolonien: Form: rund; Erhebung: wellig; 
optische Flachenbeschaffenheit: kreidig; Konsistenz: schlierig; Rand- 
beschaffenheit: gelappt; innere Zeichnung: zoniert und radiar streifig. 

Stamm Nr. Fd. Stabchen 2 x 1 uw; fakultativ anaerob, gram-negativ. 
Oberflachen-Kolonien: Form: unregelmafig; Erhebung: wellig; Optische 
Flachenbeschaffenheit: glanzend ; Konsistenz: schlierig; Randbeschaffen- 
heit: gelappt; Innere Zeichnung: gek6érnt. 

Stamm Nr. Ff (Abb. 8). Kurzstaébchen 1,8 x 1,4 w; fakultativ anaerob, 

-gram-negativ. Oberflachen-Kolonien: Form: rund; Erhebung: flach; 
optische Flachenbeschaffenheit: matt glanzend; Konsistenz: schlierig; 
Randbeschaffenheit: glatt; innere Zeichnung: fein granuliert. 


d) Die Verwertung von Pepton, Cystin und Methionin durch die isolierten 
Bakterien im Hinblick auf H,S- Produktion 

An den getesteten Bakteriengemischen hatte sich gezeigt, da das 
Hochmoor eiweiBabbauende Bakterien in den anaeroben Zonen enthielt. 
Weitere Versuche an den isolierten eiweiBabbauenden Stémmen sollten 
nun zeigen, inwieweit sie Cystin und Methionin abzubauen vermogen. 
Daraus sollte sich ergeben, ob die Schwefelwasserstoff- Bildung aus Kiweif 
durch diese Bakterien nur iiber Cystin oder auch tiber Methionin ver- 
laufen kann. Ferner sollten sie einen Einblick in die py-Bediirfnisse der 
Bakterien gewahrleisten. 

Methodik: Als Testlosung wurde in Abanderung von Nahrmedium 5 folgende 
Lésung verwendet: Zum Nachweis von Pepton-Abbau: Aqua dest. 100,—; 
Pepton 3,—; NaCl 0,3; Na,HPO, 0,2; (BiO),CO, 0,5. Zum Nachweis von Cystin- 
und Methionin-Abbau: Dasselbe, nur an Stelle von 3% Pepton 3% L(—)-Cystin, 
bzw. 3% 1~(—)-Methionin. — Die Lésungen wurden auf px 4, 4,5, 5 und 7 eingestellt, 
in Kulturréhren abgefiillt, beimpft und unter anaeroben Bedingungen bei Zimmer- 
temperatur kultiviert. 

Ergebnis (Tab. 13): 1. In der Peptonlosung zeigten die Bakterien 
durchwegs einen sehr tippigen Bewuchs, damit verbunden eine starke 
H,S-Produktion. Am stiirksten waren diese beiden Erscheinungen bei 
pu 7 und 5, bei pu 4,5 maBig bis gut, kaum vorhanden bei py 4. — 2. In 
der Cystinlésung zeigten sich gutes Wachstum und H,S-Bildung bei 
pu 7. Bei px 5 waren sie bis auf 3 Falle sehr gering. Die Losungen mit 
pu 4 und px 4,5 lieBen, auBer bei den Stéammen 4/, Fd und Ff, kein 
Wachstum und damit auch keine H,S-Bildung aufkommen. — 3. In der 
Methioninlésung zeigten die Kulturen weder H,S-Produktion noch Wachs- 
tum bei allen vier py-Stufen. — 4. Auffallig war, daB ein Peptonabbau 
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bei pu 4,5, zum Teil sogar bei pu 4 stattfand. Es wurde bei der Aus- 
wertung daher nochmals der py-Wert der Lésung gemessen. Die Anfangs- 
werte hatten sich zum Teil bis auf pp 6 und 6,5 verschoben. 


Tabelle 13. Bildung von H,S durch Moorbakterien 


a Pt Pepton Cystin Methionin 4 
3a 

ae pu 4] po 4,5 | pu 5d pu 7 | po 4 |p 4,5) pu 5 pu 7 | po 4 |puH4,5| po 5 | po 7 
A | pny 

6 — | t+ [+++] 444 —]— (| ee Pe fe Se 

7 Se a ee a a eR (C2) et (ee tee Ue [ce 

9 | (4A) Fe PEE] ete P mH tm ye CH) ee er ed aS 

WAU eo | Setece || eaeae ll = ae af es | Ct ee ee |e 

it —}| + Stee | == Pe 

TZ ((-E)y e EeRee —— — mee ye ie) ea 

41 — | (4) + +h (+) FC) E Se ah a ee 

Fd | — + + a (+) | ++) +44] 44+4+},— }|— |— | — 

Ff | CAE) se else ee ie it set tect ieee, sect lie 


— kein Bi,S,, (+) Bi,S,; nur angedeutet, + Bi,S; schwach, ++ Bi,S, gut, 
+++ Bi,S, stark. 


Folgerung: 1. Aus den Ergebnissen geht eindeutig hervor, daB die 
Bakterien den EiweifSbaustein Cystin gut, Methionin aber nicht ver- 
werten kénnen. Die H,S-Bildung aus Eiweif muB daher zum groBten 
Teil aus Cystin stammen. Da die getesteten Bakterien in der Methionin- 
losung nicht das geringste Wachstum zeigten, laBt sich folgern, daB sie das 
Methionin weder zur H,S-Stufe oder zu Zwischenstufen noch zu anderen 
Verbindungen, wie z. B. den Mercaptanen abbauen kénnen. 

2. Daf der Abbau von Cystin im allgemeinen schlechter ist als von 
Pepton, ist darauf zuriickzufiihren, daB Cystin als einzige Kohlenstoff- 
Quelle geboten wurde, waihrend im Pepton den Bakterien komplex zahl- 
reiche Kohlenstoffverbindungen zur Verfiigung standen und damit 
optimale Kulturbedingungen schafften. 

3. Die Bakterien fordern fiir die Desulfurierung von Cystin, die sich im 
Verlauf der Desaminierung vollzieht, neutrale bis alkalische Reaktion 
des Mediums. Bei Anwesenheit anderer NH,- Quellen, wie sie im Pepton 
vorhanden sind, wird der anfinglich tiefe py-Wert nach oben hin ver- 
schoben, so da8 Pepton scheinbar auch im stark sauren Medium abgebaut 
wird. [Das py-Optimum fiir die Desaminasen liegt nach Gate (1951) in 
einem px-Bereich von 5—9.] Noch nicht erklirbar ist die Tatsache, daB der 
Beginn der Desaminierung dennoch in saurem Medium stattfinden kann. 


e) Der Abbau von Sphagnum-HiweiB in vitro 
Es wurde einleitend bereits gesagt, daB Sphagnum als Hauptquelle fiir 
das Vorkommen von Kiweifi im Hochmoor anzusehen ist. Da die Unter- 
suchungen Anwesenheit eiweiSabbauender Bakterien im Hochmoor 
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ergaben, sollte der Abbau von Sphagnum-Eiwei’ durch die Moorbakterien 
geprift werden. Dabei wurde darauf verzichtet, mit einzelnen Bakterien- 
stammen VAN arbeiten. Wir erodrterten bereits an fritherer Stelle, daf 
Bakterien gemische beim Abbau verschiedener Stoffe viel aktiver 
sind als reine Stamme. 

In besonderem MaS8e trifft dies fiir natitirliche pflanzliche Stoffe zu. 
WaxsMan u. Hurosines (1937/38) zeigten durch zahlreiche Abbau- 
versuche an Pflanzensubstraten, da eine einzelne 
Art eine organische Substanz nicht in dem Mabe 
abzubauen vermochte wie ein Bodeninfus. Zieht 
man dabei noch die besondere Resistenz von 
Sphagnum gegeniiber dem Angriff von Bakterien 
in Betracht (TENNEY u. WAKSMAN 1930, Kox 1954), 
so wird man bei derartigen Abbauversuchen ganz 
besonders zu Bakteriengemischen greifen. 

Es sollte daher mit Hilfe der aus dem Hochmoor 
entnommenen Bakteriengemische gezeigt werden, 
ob sie in der Lage sind, Sphagnum-Hiwei8 bis zur 
H,S8-Stufe zu zersetzen. 

Allgemeine Methodik: Grof%e Kulturréhren von 
40 cm Lange und 4cm Durchmesser (Abb. 9) wurden bis 
zu drei Vierteln mit Sphagnum-Pflanzen und Aqua dest. 
gefiillt, derart, daB die Oberfliche des Sphagnums nicht 
mehr von Wasser iiberschichtet war. Das Sphagnum war 
vorher durch mehrmaliges Spiilen in Aqua dest. sorgfaltig 
von allen anhaftenden organischen und anorganischen 
Stoffen befreit worden. 

Die Réohren wurden auf die Art verschlossen, daB ein 
kurzes Glasrohr im Wattestopfen die Méglichkeit bot, 
ein zweites schmales Glasrohr in die groBe Kulturréhre 
einzufiihren. Dieses Impfrohr von etwa 0,5 cm Durchmesser war am unteren. Ende 
fein ausgezogen und verschmolzen, am oberen Ende ebenfalls durch einen Watte- 
stopfen verschlossen. 

Nach Sterilisation wurde mit Hilfe steriler Pipetten das innere Glasrohr mit dem 
Bakteriengemisch gefiillt. Durch einen StoB auf die Spitze wurde dieses abgebrochen, 
und das Impfmaterial konnte durch langsames Herausziehen der Impfréhre ohne 
Gefahr einer Infektion gleichmaBig auf die ganze Rohre verteilt werden. Die 
entstandene Offnung im Verschlu8 wurde mit einem kleinen sterilen Wattestopfen 
wieder abgedichtet. 

Die Kulturen wurden 3 Monate bei Zimmertemperatur der Inkubation unter- 
worfen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Kulturen mit Hilfe von starkem Silber- 
draht auf entstandenen Schwefelwasserstoff gepriift. 


Abb. 9. Kulturrohr ftir 
Spagnum-V ersuche 


Versuch 1 
Sphagnum wurde auf die beschriebene Weise mit Bakterien beimpft. 
Ergebnis: In keiner einzigen Réhre konnte H,S nachgewiesen werden, 
obgleich gutes Bakterienwachstum festzustellen war. Méglicherweise 
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fehlte bei diesen Kulturen die in der aeroben Zone des Hochmoores vor- 
handene abbauende Vorarbeit von Pilzen, die das Sphagnum-EiweiB fir 
den Angriff der Bakterien freilegte. Oder das Sphagnum-EiweiB muBte 
vielleicht von Pilzen oder Bakterien der aeroben Abbau-Zone bis zur 
Pepton- oder Polypeptid-Stufe abgebaut werden. Méglicherweise fehlte 
auch eine andere synergetische Beeinflussung von Pilzen auf die Bak- 


terien. 
Versuch 2 


In der aeroben Abbau-Zone des Hochmoores unterliegt das Sphagnum 
bereits der zersetzenden Tiatigkeit von Pilzen und aeroben Bakterien. 
Dieses Material miiBte niedere Abbaustufen von Sphagnum-Eiweib oder 
durch den Abbau anderer Zellbestandteile freigelegtes Sphagnum-EiweiB 
enthalten. Die Kulturréhren wurden deshalb anstelle von lebendem 
mit abgestorbenem Sphagnum aus der aeroben Abbau-Zone des Moores 
gefillt und mit Bakterien beimpft. 


Ergebnis: Nach 3monatiger Kulturzeit war in keiner der Réhren 
H,8 nachweisbar. 


Versuch 3 


Die Kulturréhren wurden wie in Versuch 1 angesetzt. Zusitzlich wurden meh- 
rere, von Burcerr u. WOLF isolierte Hochmoor-Pilze dem Sphagnum aufgeimpft. 

Folgende Pilze wurden verwendet: Ericaceen-Symbionten: 4318b, 461, 464, 
4710, 5010. Nicht-Symbionten: 4725 (Peripen), Rh 17 (Penicillium), 482 (Verti- 
cillium), 4355 (Mortierella), 4711 (Mortierella). 


Tabelle 14. HinfluB von Pilzen auf die H,S- Bildung durch Bakterien 


Pilze Pilze any, 
(Symbionten) (Nicht-Symbionten) H,S-Bildung 


ee 
| 


H,S- Bildung 


4318b + 4725 (+) 
461 aay Rh 17 / Sat 
464 +++ 482 os 

4710 + 4355 — 

5010 ++ 4711 wel 


Kontrolle ohne Pilz — 
— kein H,$, (+) H,S in Spuren, + H,S schwach, ++ H,S gut, +++ H,S stark. 


Ergebnis (Tab. 14): Aus der Tabelle geht hervor, da in einigen 
Fallen H,8 gebildet wurde. Fast ausnahmslos beeinflussen Pilze aus der 
Reihe der Ericaceen-Symbionten positiv die H,S-Produktion; sie ist in 
Gegenwart von 464 am stirksten. Der Schwefelwasserstoff tritt in unter- 
schiedlichen Tiefen von 1,5 bis zu 20 em unterhalb der Oberfliche auf. 

Folgerung aus Versuchen 2 und 3: Die Schwefelwasserstoff- 
Bildung aus Sphagnum-EKiweiB verlauft in Gegenwart von Pilzen positiv 
(Versuch 3). Es geht also ein fordernder EinfluB von den Pilzen auf die 


Mikrobiologische Untersuchungen iiber das Auftreten von Schwefelwasserstoff 365 


eiweiBabbauenden Bakterien aus. Die synergetische Wirkung der Pilze 
scheint nicht auf Freilegung oder teilweisem Abbau des Sphagnum- 
EHiweiBes zu beruhen (Versuch 2). 

Die Versuche 1—3 beweisen jedoch nicht, da die H,S-Bildung tat- 
saichlich durch die Bakterientatigkeit hervorgerufen wird. Dies sollte 
Versuch 4 entscheiden. 


Versuch 4 


Als Kontrollversuch wurde Sphagnum nur mit Pilzen, ohne Bak- 
terien beimpft. Es wurden diejenigen Pilze verwendet, die eine H,S- 
Bildung positiv beeinfluBt hatten (461, 464, 5010 und 4711). Die Schwefel- 
wasserstoff-Entwicklung war in allen Rohren negativ. Damit wurde die 
H,S-Bildung durch die Arbeit der Bakterien bestatigt. 

In den Versuchen 1—4 hatte sich ein synergetischer EinfluB von 
einigen Pilzen auf die Tatigkeit eiweiBabbauender Bakterien gezeigt. Es 
fragte sich nun, welcher Art diese Beeinflussung sei. Der synergetische 
Einflu8 der Pilze konnte beruhen auf: 


1. Teilweisem Abbau von Sphagnum; a) Freilegung von Eiweif in der 
Sphagnum-Pflanze; b) Abbau von Sphagnum-EiweiB zu einer fir die 
Bakterien angreifbaren, niedermolekularen Stufe. — 2. Unschadlich- 
machung bakteriostatischer Substanzen im Sphagnum oder Sphagnum- 
Dekokt. — 3. Stimulierung der Bakterien durch einen Wirk- oder Wuchs- 
stoff, der die normale Entwicklung der Bakterien erméglicht. 

Revruer konnte eine starke Forderung durch einige Symbionten, vor allem 
von 464, auf aerobe Moorbakterien nachweisen und zeigen, daf der Forderstoff 
Wirkstoffcharakter besitzt. Nach ScHorrer u. BLuMER (1938) ist die Anwesenheit 
eines ,,Wuchsstoffes‘‘ Vorbedingung fiir die Assimilation simtlicher Kohlenstoff- 
und Stickstoffquellen. Das Wachstum und die normale Entwicklung sind von ihm 
abhangig. 


Weitere Versuche sollten eine Klarung der Frage herbeifthren. 


Versuch 5 


Mit Sphagnum gefiillte, sterilisierte Rohren wurden mit 464, der die 
stirkste Beeinflussung gezeigt hatte, beimpft. Nach 3wéchigem, bzw. 
3monatigem Wachstum wurden die Réhren abermals sterilisiert, um den 
Pilz abzutoten. Erst dann wurden die Rohren mit Bakterien beimpit. 
Durch die zweite Sterilisation wurden eventuelle Férderstoffe von Wirk- 
stoffcharakter zerstort. (REUTHER zeigte, daB die 464-Filtrate nicht hitze- 
bestaindig sind.) Die eventuell vom Pilz gelieferten niedermolekularen 
EiweiBstoffe aber muBten auch nach Sterilisation in den Rohren vor- 
handen sein und den Bakterien zur Verfiigung stehen. Positive H,$- 
Bildung muBte die Belieferung der Bakterien mit verwertbaren EiweiB- 
Stoffen beweisen. Eine etwaige irreftihrende Hydrolyse von Sphagnum- 
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Eiwei8produkten oder MyceleiweiB8 zu H,S durch die Sterilisation konnte 
an Hand von Kontrollversuchen ohne Beimpfung mit Bakterien gepriift | 
werden. 


Versuch 6 


464 wurde auf eiweiBfreiem Nahrmedium kultiviert. Die Filtrate wur- 
den anstelle des lebenden Pilzes den mit Bakterien beimpften Rohren . 
zugesetzt. In diesem Falle konnten die Bakterien nicht mit eiweiBhaltigen 
Abbauprodukten vom Pilz beliefert werden. Die Unschadlichmachung 
bakteriostatischer Substanzen durch den Pilz war ebenfalls ausgeschaltet. 
Positive H,S-Bildung muBte einen Stimulierungseffekt beweisen. 


Methodik: Erlenmeyer-Kélbchen (200 ml) wurden mit 50 ml einer eiweif- 
freien Nahrlésung gefiillt (Nahrmedium 6): Aqua dest. 1000,—; Amylum solub., 
bzw. Glucose 30,—; K,HPO, 0,6; MgCl, 0,25; Ca(NO,). 0,5; NH,Cl 0,25; FeSO, , 
0,01. Die Lésungen wurden mit 464 beimpft, nach 3 Wochen Kulturdauer vom 
Mycel befreit und durch das Bakterienfilter steril erhalten. 5 ml dieser Lésungen 
wurden jeweils gleichzeitig mit dem bakterienhaltigen Impfmaterial den mit 
Sphagnum gefiillten Réhren zugesetzt. Die Auswertung erfolgte wie immer nach 
8monatiger Kulturdauer. 


Tabelle 15. H,S-Bildung auf Sphagnum 


Vers.-Nr. | Versuchs- Beschreibung H,S-Bildung 
5 a) Bakterien + 464 sterilisiert auf Sphagnum _- 
b) ohne Bakterien, 464 sterilisiert auf Sphagnum — 
c) Bakterien + 464-Filtrat (Glucose) sehr gut 
6 d) Bakterien + 464-Filtrat (Amylum) gut 
e) Bakterien ohne 464-Filtrat + Glucose-Zusatz — 
f) Bakterien ohne 464-Filtrat + Amylum-Zusatz —- 
Kontroll- 
Vers. g) Bakterien ohne 464 und ohne weiteren Zusatz —- 


Ergebnis der Versuche 5 und 6 (Tab. 15): Kulturen der Versuchs- 
reihe 5 zeigten in keinem Falle Schwefelwasserstoff. Versuch 6 ergab gute 


H,S-Bildung bei Zusatz von 464-Filtrat zu den bakterienbeimpften 
Sphagnum-Rohren. 


Beobachtung: Wurden Bakterien, die aus Versuch 6c oder 6d stamm- 
ten, in eine neue Sphagnum-Réohre iiberimpft, ohne daB neues Pilzfiltrat 
zugesetzt wurde, so zeigten sie nach abermals 3 Monaten eine, wenn auch 
geringe, Abbautitigkeit an Sphagnwm-KiweiB. In diesen Réhren konnte 
eine schwache H,S-Bildung nachgewiesen werden. 

Ks konnte dennoch méglich sein, daB der auftretende Schwefel- 
wasserstoff schlieBlich nicht vom Sphagnum-EiweiB, sondern aus Bak- 
terienautolysaten herstammte, vor allem nach kraftigem Wachstum 
durch die fordernde Wirkung der Pilze, 
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Versuch 7 

Um auch diesen Einwand zu entkraften, wurden Réhren mit Watte 
und Nahrmedium 7 gefiillt und mit Bakterien und 464 beimpft. Den 
Bakterien stand nun keinerlei EiweiSsubstrat zur Verfiigung. Wurde 
dennoch H,S gebildet, so muBte es aus Bakterienautolysaten stammen. 

Ergebnis: Nach 3monatiger Kulturdauer konnte kein H,S nach- 
gewiesen werden. 

Folgerung aus 5—7: Die Versuche beweisen eindeutig, da die 
fordernde Wirkung des Pilzes 464 auf die eiweiBabbauende Tatigkeit der 
Bakterien von Wirkstoffcharakter ist. Es handelt sich somit um keine 
Belieferung der Bakterien mit Abbauprodukten durch den Pilz oder um 
die Zerst6rung bakteriostatischer Stoffe im Nahrsubstrat. Die Eigen- 
schaften dieses fordernden Stoffes hat REuTHER (1956) in seiner Arbeit 
uber die Wechselbeziehungen zwischen Bakterien und Pilzen einer nahe- 
ren Betrachtung unterzogen. 


C. Papierchromatographische Untersuchungen 
tiberden HiweiBpabbau im Hochmoor 

Wie bereits dargelegt, ist ganz allgemein der EiweiBabbau keine 
spezifische Eigenschaft bei Bakterien. Darum war uns der ledigliche 
Nachweis iiber das Vorkommen eiweifzersetzender Bakterien in den 
anaeroben Zonen des Hochmoores nicht beweiskraftig genug fiir einen 
tatsachlich noch stattfindenden EiweiBabbau in diesem Bereich. Es kam 
die Frage auf, ob die Proteine nicht bereits in der aeroben Abbauzone des 
Moores von den dort lebenden Organismen vollig verbraucht wiirden. 
DaB die Schwefelwasserstoff-Bildung im anaeroben Bereich tatsachlich 
auch auf eine Eiwei®zersetzung zuriickzufiihren sei, sollte an Hand von 
papierchromatographischen Untersuchungen bewiesen werden. 

Parallel zu obigen Versuchen sollten daher die verschiedenen Schichten 
des Hochmoores auf Grund ihres Gehaltes an Cystin und Methionin, den 
beiden wichtigsten schwefelhaltigen Protein-Bausteinen, verglichen 
werden. Zwei Moorprofile (vgl. die Betrachtung der Schichten eines ver- 
tikalen Moorprofils, 8.339) wurden in folgender Weise untersucht: Von 
oben nach unten gehend wurden aus den aeroben und anaeroben Schichten 
Torfproben entnommen und einer Hiweifhydrolyse unterworfen. In 
den Hydrolysaten konnten anschlieSend Cystin und Methionin papier- 
chromatographisch nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit 
kam es vorerst nicht auf eine absolute quantitative Erfassung der 
beiden Aminosauren an. Wir begniigten uns vorerst mit einem relativen 
Mengenvergleich nachgewiesenen Cystins und Methionins in den Torf- 
proben. 

Methodik: In den entnommenen Torfproben erfolgte zuerst eine Wassergehalts- 


bestimmung. Alle nachfolgenden Untersuchungen wurden auf gleiche Mengen 
Trockensubstanz der Moorproben bezogen. Durch Kjeldahl-Bestimmung wurde der 


» me 
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durchschnittliche Stickstoff-Gehalt der Torfproben ermittelt (6,4 mg N/1 g Trocken- 
substanz) und durch Multiplikation mit dem Umrechnungsfaktor 6,25 die obere 
Grenze fiir den EiweiBgehalt der Proben errechnet (Souct 1938). Die Berechnungen 
ergaben 40 mg Eiweif je 1 g Trockensubstanz. 


EiweiB-Hydrolyse: Die EiweiB-Hydrolyse erfolgte nach der FiscHER- 
Doérrev-Methode (entnommen aus D6érFEL, ,,Proteine und ihre Bausteine“). Das 
Frischmaterial, mit Seesand gut gemorsert, wurde mit einem Gemisch von Salz- 
siure-Ameisensaure versetzt, so daB auf 1g des Trockengewichtes 5 ml eines 
Gemisches von 20% iger HCl und 90% iger HCOOH kamen. Das Material wurde in 
Glasréhren abgefiillt, die Luft in ihnen durch Stickstoff verdrangt und das Glasrohr 
zugeschmolzen. Die Hydrolyse erfolgte im Wasserbad 24 Std bei 100° C. Danach 
wurde das Analysenmaterial vorsichtig aus den Rohren umgefiillt und in emem 
Vakuumexsiccator erst iiber angefeuchteten, dann iiber trockenen KOH-Pastillen 
getrocknet. Die zuriickgebliebene Substanz wurde mit 0,4 ml H,O versetzt, so dah 
jn 4 wl des Hydrolysates mit 0,2—0,4 mg EiweiB zu rechnen war. 


Chromatographie: Die Chromatographie von Cystin und Methionin erfolgte 
nach der absteigenden Methode in gepuffertem Phenol von poi nach McFarRReEn u. 
Mitarb. (entnommen aus: DORFEL, ,,Proteine und ihre Bausteine“‘). Mit Hilfe dieser 
Methode konnte die beste Trennung erzielt werden. Danach wird reines Phenol 1:1 
mit Pufferlésung (0,2-m-HCl + 0,2-m-KCl im Volumen-Verhialtnis 97:50) im 
Scheidetrichter geschiittelt. Die organische Phase dient zum Chromatographieren, 
die waBrige Phase zur Dampfsattigung der Kasten. Die waBrige Phase wird ferner 
zur Pufferung des Chromatographierpapiers (Schleicher u. Schiill 2043b) ver- 
wendet. Vom Analysengemisch wurden jeweils 4 «1 (das entspricht 10 mg Trocken- 
substanz) in Strichform auf der Startlinie aufgetragen (Frontbreite 6 cm). Auf den 
Anfang des Analysenstriches wurde punktférmig ein Gemisch von Cystin und 
Methionin als Vergleichslésung aufgebracht. 

Die Laufzeit betrug 28—30 Std bei 13° C. 


Tabelle 16. H,S-Bildung und Gehalt an Cystin und Methionin in Moorschichten 


Proben entnommen aus Tiefe | eS Cystin- Methionin- 
| em | Leihtabes Gehalt Gehalt 
Profil 1 
Aerobe Zonen | 
a) Lebende Sphagnum-Schicht . . . 0—3 keine + + + 4 te 
b) Aerobe Abbauzone 
(Schwarzechiant)"s n'a ee 6—11 keine peter aes 
Anaerobe Zonen 
Cc) gSischwachsae% ans aie ey 15—20 + + aly 
d) HaupisE 22000 sushi sail: 30—40 +++ + ++ 
e) Letzte SpurenH,S ....... um 55 (+) (+) war 
Profil 2 
Aerobe Zonen | 
a) Lebende Sphagnum-Schicht . . . 0—3 keine ++(+) oe eras 
b) Aerobe Abbauzone 
(Schwarzechioht) esis sie, fests ie 5—10 keine +++ +44 
Anaerobe Zonen 
CH aupisecs-4Onen nares 15—30 +++ ++ + ee 
a) Unterhal i Eo Sicn san sere ee unter 55 keine! (+) ++(4) 


1 Nur noch vereinzelt auftretende Gasblasen. 
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_Entwickler: Als Entwickler fiir Cystin bewahrte sich am besten gepuffertes 
Ninhydrin. Dafiir werden 0,5°% Ninhydrin in n-Butanol gelést, SENG anstelle 
von Wasser mit einer Pufferlésung aus gleichen Volumina 2-n-Essigsiure und 
1-n-Natronlauge gesittigt war. 

Als Entwickler fiir Methionin bewahrte sich am besten Platin-Jodid-Ent- 
wickler nach ToENNIS (entnommen aus Buoor, ,,Paper Chromatography“). Der 
Entwickler wird hergestellt aus 4 ml 0,002-m-PtCl,, 0,25 ml 1-n-KJ, 0,4 ml 2-n-HCl 


Cystin > 
Ry = 0,09 


Zonen: b Cc d e 
Aerobe Anaerobe Haupt- unterhalb 
Abbau- Abbau- H,S-Zone der Haupt- 
zone zone H.8-Zone 


Abb. 10. Profil 1, Aminosiuren-Papierchromatogramm 


und 76 ml Aceton. Vor dem Entwickeln muB aus den Papierstreifen das Phenol mit 
Ather-Aceton (v/v) herausgewaschen werden. Das Methionin erscheint als heller 


Fleck auf rotem Untergrund. 

Ergebnis: Nach dieser Methode erfolgte eine gute Trennung der 
Aminosiuren. Die Ry-Werte betrugen fiir Cystin 0,09 und fiir Methionin 
0,74. 

In Tab. 16 sind die Zonen aufgefiihrt, aus denen Torfproben ent- 
nommen und untersucht wurden. Sie enthalten ferner eine Zusammen- 
stellung der gefundenen Mengenverhiltnisse an Cystin (siehe dazu auch 
Abb. 10 u. 11) und Methionin, sowie die Fiarbung der versilberten Stabe 
in den einzelnen Zonen (siehe dazu auch Abb. 12). 
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Die Untersuchungen aus Profil 1 und 2 ergeben Folgendes: Der Cystin- 
gehalt erfahrt in der aeroben Abbau-Zone (Schwarzschicht) eine geringe 
Zunahme gegeniiber der lebenden Sphagnum-Schicht und erklart sich 
durch das zusitzliche Auftreten von Mikrobeneiweif in der Schwarz- 
schicht. In der Haupt-H,S-Zone erfahrt das Eiweif einen starken Abbau; 


10 
: 
| cm 
Cystin > 
Ry = 0,09 | 29 
30 
40 
50 
60 
Zonen: a b c d 
Lebende Aerobe Haupt- Unterhalb 
Sphagnum-  Abbau- H,S-Zone der 
Schicht zone Hf, S-Zone @ Abb.12. 6 
f ; ‘ ; Schwiarzung der Silberstibe. 
Abb. 11. Profil 2, Aminosiiuren-Papierchromatogramm a Profil 1, b Profil 2 


dadurch zeigt sich ein Absinken des Cystin-Gehaltes in dieser Zone. 
Unterhalb der H,S-Zone kann man keinen oder nur noch einen ganz 
geringen Cystingehalt feststellen. Methionin la6t sich in allen Schichten 
gut nachweisen. Es erfahrt lediglich eine ganz geringe Abnahme nach 
unten. hin. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann eine Schwefelwasserstoff- Bildung 
aus Kiweif} in den anaeroben Zonen des Hochmoores als erwiesen gelten. 
Der Schwefelwasserstoff wird dabei aus dem Proteinbaustein Cystin in 
Freiheit gesetzt. Ubereinstimmend mit den papierchromatographischen 
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Untersuchungen ergaben die in vitro ausgefiihrten Versuche an Cystin 
-guten Abbau durch die Bakterien. 
Methionin dagegen wird auch im Hochmoor nur sehr schwer von den 
Bakterien angegriffen und kann an der Schwefelwasserstoff-Bildung nicht 
beteiligt sein. 


D. Diskussion der Ergebnisse 


Der EiweiBabbau weist parallele Probleme zu der Sulfatreduktion im 
Hochmoor auf. Hier wie dort handelt es sich um Vorginge, die normaler- 
weise nur bei neutraler bis alkalischer Reaktion ablaufen kénnen, dennoch 
aber auch im sauren Hochmoor stattfinden miissen. Wir erdrterten diese 
Frage bereits im Kapitel ,,Sulfatreduktion“’. Auch beim EiweiBabbau 
gewahrleisten demnach Mikroraéume mit héherem py-Wert den Ablauf 
der Reaktionen. In diesem Falle kénnen sich die Bakterien jedoch durch 
die Art der gebildeten Abbauprodukte bei der Desaminierung die Be- 
dingungen selber giinstig gestalten. 

In diesem Zusammenhang mag auch auf das Ferment Tyrosinase hin- 
gewiesen werden, dem im Moor bei der Bildung von Melaninen eine 
besondere Bedeutung zukommt (REUTHER 1956). Aus Versuchen geht 
hervor, daB es in vitro nur in neutralem bis alkalischem Bereich wirken 
kann; dennoch vermag es im Hochmoor unter den allgemein sauren 
Bedingungen seine Wirkung zu entfalten. Auch hier wird man die 
Reaktionsméglichkeit auf die gleiche Weise erklaren miissen. 

Das Problem des Synergismus gewinnt in der vorliegenden Arbeit auch 
beim Abbau von Sphagnum-Eiwei8 an Bedeutung. In diesem Falle darf 
nicht die Widerstandskraft der das Sphagnum aufbauenden organischen 
Substanzen (siche Kox 1954) als Hauptursache fiir einen z6gernden 
EiweiB-Abbau betrachtet werden. Vielmehr muf der Forderung der 
Bakterien durch Pilze auf Grund der Versuchsergebnisse eine wichtige 
Rolle zugeschrieben werden. Dabei ist besonders die Tatsache bemerkens- 
wert, da es sich bei der synergetischen Wirkung des Pilzes nicht um eine 
Belieferung der Bakterien mit verwertbaren Abbauprodukten, sondern 
um einen Stimulierungseffekt handelt. 

DaB das Eiwei8, unter ihm vor allem das Sphagnum-KiweiB, im Hoch- 
moor einen starken Abbau durch die anaeroben Bakterien erfahrt, zeigen 
eindeutig die papierchromatographischen Vergleichswerte. 

Damit darf gesagt werden, daB ein groper Teil des auftretenden Schwefel- 
wasserstoffes in den anaeroben Zonen des Hochmoores aus diesen Vorgdngen 


stammen mup. 
SchluBbetrachtung. Als Ursache fiir den auftretenden Schwefel- 


wasserstoff im anaeroben Bereich des Hochmoores ist neben der Sulfat- 


reduktion der EiweiBabbau in besonderem Mae anzusehen. In keinem 
26* 
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der beiden Faille lieBen sich in vitro ausgefiihrte Versuche ohne weiteres 
auf die Verhaltnisse am natiirlichen Standort tibertragen. 

Einen natiirlichen Ablauf der mikrobiologischen Vorgange im Labor 
zu gewahrleisten, ist dem Biologen in den meisten Fallen nicht méglich. 
Er wird deshalb mit besonderer Vorsicht an die Auswertung seiner 
positiven Ergebnisse herangehen miissen. Andererseits darf er auf Grund 
eines negativen Versuchsablaufes im Labor die gepriiften Vorgange nicht 
von vornherein fiir den natiirlichen Standort ausschlieBen. 

Von dieser Sicht aus mégen die Probleme der Sulfatreduktion und des 
EiweiBabbaues, die sich im Hochmoor unter ungewéhnlichen Bedingun- 
gen abspielen, betrachtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine neue Methode beschrieben, die es gewahrleistet, Bakte- 
rien aus bestimmten Moorschichten steril zu entnehmen. 

2. Als Ursachen fiir eine biologische Schwefelwasserstoff-Bildung in 
den anaeroben Zonen des Hochmoores sind die Reduktion von Sulfaten 
und der Eiweifabbau durch Bakterien nachweisbar. Beide Vorgiange 
fordern neutrale bis alkalische Bedingungen. Im sauren Hochmoor laufen 
diese Reaktionen in Mikroraéumen mit erhéhtem py-Wert ab. Zur Schaffung 
dieser begiinstigenden Umgebung sind die Sulfatreduzierer von Begleit- 
bakterien abhingig. 

3. Fir die Sulfatreduktion im Hochmoor ist der in der Literatur mehr- 
fach beschriebene Desulfovibrio desulfuricans verantwortlich. Er kann 
noch bis zu 1 m Tiefe nachgewiesen werden. Die Isolierung dieses Orga- 
nismus ist sehr langwierig, da er hartnickig mit anderen Begleitbakterien 
vergesellschaftet ist. In Reinkultur weist er nur schwaches Wachstum 
und geringe physiologische Aktivitaét auf. 

4, Als Energiequellen vermag der aus dem Hochmoor isolierte Desulfo- 
vibrio desulf.in vitro Glucose, Pepton, Cystin und Tartrat gut, Asparagin- 
siure, Glutaminsdure, Acetat und Butyrat nur zégernd zu verwerten. 
Maltose, Lactose und Bernsteinsiiure werden nicht abgebaut. AuSer 
Sulfat vermag der Stamm Sulfit, nicht aber Thiosulfat zu Schwefel- 
wasserstoff zu reduzieren. Desulfovibrio desulf. erweist sich je nach den 
Kulturbedingungen als stark pleomorph. 

5. Die Bakterien der anaeroben Zonen wurden auf ihr Vermégen, 
Kiwei8 abzubauen, gepriift; einige eiweiRabbauende Stimme konnten 
isoliert werden. Diese vermégen den Proteinbaustein Cystin gut abzu- 
bauen, Methionin hingegen kann als Kohlenstoffquelle nicht verwertet 
werden. 

6. Sphagnum-EiweiB, das als HaupteiweiB- Quelle im Hochmoor an- 
zusehen ist, wird in vitro innerhalb von 3 Monaten von natiirlichen 
Bakteriengemischen nicht angegriffen, Unter dem synergetischen EinfluB 
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einiger Hochmoorpilze erfolgt ein sofortiger Abbau. Der Einflu8 dieser 
Pilze beruht auf einem Stimulierungseffekt. Eine Belieferung der Bakte- 
‘rien mit Proteinspaltprodukten oder die Unschadlichmachung einer 
bakteriostatischen Substanz im Sphagnum durch den Pilz kann nicht als 
Ursache fiir die Férderung angesehen werden. 

7. Papierchromatographische Untersuchungsergebnisse iiber den Ge- 
halt verschiedener Torthydrolysate an Cystin und Methionin ergeben 
ein einwandfreies Bild vom EiweiSabbau in den einzelnen Schichten eines 
Hochmoorprofils. Sie beweisen einen EiweiSabbau im anaeroben Bereich 
des Hochmoores und stimmen mit den Abbauversuchen in vitro gut 
uberein. Der EiweifBbaustein Cystin erfahrt in den anaeroben Zonen eine 
starke Abnahme, Methionin hingegen weist auch unterhalb der Schwefel- 
wasserstoff-Schicht gegeniiber der lebenden Sphagnum-Schicht kaum 
verminderte Mengen auf. 


An dieser Stelle méchte ich meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
H. Bureurr, fiir seine vielseitigen Anregungen und Férderungen, die er mit zuteil 
werden lieB, sowie fiir das standige Interesse am Fortgang meiner Arbeit auf das 
herzlichste danken. 
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(Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstituts fiir Allgemeine Botanik, 
Hamburg) 


Formiatoxydation und Kohlenstoff-Assimilation bei 
Hyphomicrobium vulgare Stutzer et Hartleb* 


Von 
ROLF NAVEKE 


Mit 12 Textabbildungen 
(Hingegangen am 2. April 1957) 


Von Hyphomicrobium ist bekannt, daB es verschiedene einfache 
organische Verbindungen zu CO, und H,O oxydiert (Mrvrus jr. 1953, 
NAVEKE u. EncEL 1955), daB es Kohlenstoff aus CO, in Zellsubstanz 
einbaut (Mrvius jr. 1953), und da es ohne Oxydation organischer Ver- 
bindungen und bei niedrigem CO,-Partialdruck nicht wachst (SturzEr, 
1899, Mevtius jr. 1953). 

Mehrere Befunde lassen vermuten, daB ein enger Zusammenhang 
zwischen der Oxydation der organischen Verbindungen und dem Wachs- 
tum im Sinne einer Chemoautotrophie besteht (KorTE u. ENGEL 1955, 
NAVEKE u. Encret 1955). Das wiirde bedeuten, da CO, die einzige 
C- Quelle fiir den Aufbau der Zellsubstanz ist, und daB der Kohlenstoff 
der organischen Verbindungen nur dann assimiliert werden kann, wenn 
er vorher zu CO, oxydiert wird. Die organischen Verbindungen wiirden 
nicht direkt in den Aufbaustoffwechsel des Organismus einbezogen, 
sondern auf einem davon getrennten Weg vollstandig oxydiert. Diese 
Reaktion liefert die Energie, die nétig ware, um CO, zu reduzieren und in 
zelleigene Verbindungen zu tiberfiithren. Der dazu notwendige Wasserstoff 
kann entweder dem zu oxydierenden Substrat oder — wie bei der Photo- 
synthese — dem Wasser entnommen werden. 

Mit den bisher vorliegenden Befunden ist es jedoch nicht méglich zu 
entscheiden, ob diese Annahme zutrifft oder nicht. Um neue Anhalts- 
punkte zu gewinnen, wurden in dieser Arbeit weitere Einzelheiten der 
Formiatoxydation und der Kohlenstoff-Assimilation sowie ihrer Bezie- 
hungen zueinander untersucht. 


Material und Methoden 


Der untersuchte Hyphomicrobium-Stamm war der von Mevius jr. (1953) tiber- 
nommene Stamm B. Die Anzucht erfolgte bei 30° C in 300 ml-Erlenmeyer-Kolben 
mit je 100 ml Nahrlésung, die gemiB den Angaben von Mevivs jr. zusammengesetzt 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultét der Universitat Hamburg, 1956. 
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war. Statt dest. H,O wurde jedoch Leitungswasser verwendet, da das Wachstum 
dann besser war. Nach Lésen der Salze wurde mit 2 n NaOH auf px 7,2 bis 7,4 ein- 
gestellt. Fiir die Versuche ,,Hemmstoff-Wirkungen‘ und fiir die Anzucht dazu 
wurde durch 20min Erhitzen auf 120°C im Autoklaven bei 1 atii sterilisiert 
(Nahrlésung II). Fiir alle anderen Versuche wurde nach dem Kinstellen des ppR- 
Wertes 15 min auf 120° C im Autoklaven bei 1 atii erhitzt, hei8 vom entstandenen 
Niederschlag abfiltriert und erst dann wie bei II sterilisiert. Der durch das Sterili- 
sieren nun noch entstehende Niederschlag léste sich beim Erkalten auf (Nahrlésung I). 

Die Priifung auf Reinheit der Kulturen und Zellsuspensionen erfolgte mikro- 
skopisch und durch Abimpfen in Hefe-Fleischwasser-Bouillon. 

Alle Hemmstofflésungen und die fiir manometrische Versuche verwendeten 
Natriumformiatlésungen wurden kurz vor dem Versuch angesetzt und zur Sterili- 
sation durch eine bakteriendichte Glassinterschicht (G5, Schott u. Gen.) filtriert. 

Als MaB fiir die Zellmenge diente das Trockengewicht. Es wurde indirekt durch 
Bestimmung des Proteingehalts mit Biuret-Reaktion nach SticKLAND (1951) er- 
mittelt. Das Verfahren wurde wie folgt modifiziert: Hyphomicrobium-Suspension 
mit Trichloressigsiure 100 g/l versetzen bis zur Konzentration 5 g/l. Nach 5 min in 
10 ml-Zentrifugenréhrchen abzentrifugieren (4 min bei 1500 - g). Vorsichtig dekan- 
tieren, das Zentrifugat in Wasser suspendieren und auf 1,65 ml auffiillen. Mit 
0,30 ml NaOH 200 g/l versetzen und 2 bis 3 min im siedenden Wasserbad unter 
gelegentlichem Umschiitteln erhitzen. Gleich danach unter der Wasserleitung ab- 
kithlen. Mit 0,05 ml CuSO, 250 g/l versetzen und gut umschiitteln. Nach 0,5 bis 5 Std 
abzentrifugieren und Extinktion des Uberstehenden bei 546 nm in 10mm Schichtdicke 
messen. Blindlésung: 1,65 ml Wasser + 0,30 ml NaOH + 0,05 ml CuSO, mischen, 
zentrifugieren und Uberstehendes dekantieren. Zur Messung diente das Photometer 
Eppendorf mit Hg-Lampe, Filter Hg 546 nm, Photozelle 90 s. 

Die Extinktion ist der Zellmenge proportional. Je Milligramm Trockengewicht 
wurde eine Extinktion von 0,076 unter den angegebenen Bedingungen erhalten. Der 
mittlere Fehler einer Bestimmung betrug bei 0,7 bis 2,0 mg Trockengewicht 
etwa + 3%. Unter den gleichen Bedingungen ergaben 2,0 mg EiweiB (Casein oder 
Kiklar-Albumin) eine Extinktion von 0,260. Etwa 3,4 mg Hyphomicrobium (trocken) 
entsprechen also 2,0 mg Protein, das sind 59% vom Gesamtgewicht. 1 mg Hypho- 
microbium (trocken) entspricht etwa 20mg Zentrifugat (frisch gewogen), das 
durch 5 min Zentrifugieren bei 1500+ g gewonnen wurde. Jeder Anzuchtkolben 
mit 100 ml Nahrlésung enthielt nach vollstandiger Oxydation des Formiats 3,0 bis 
4,0 mg Trockensubstanz, wovon sich durch Schiitteln 1,5 bis 2,0 mg suspendieren 
lieBen, wihrend der Rest an den Gefa®winden haften blieb. 

Die manometrischen Versuche wurden nach der Warburg-Technik mit Differen-. 
tialmanometern (Braun, Melsungen), die Thunberg-Versuche in GefaiBen neuer 
Form bei 30°C wie itblich durchgefiithrt (FRANKE 1955). Die Thunberg-GefaBe 
wurden nach dem Beschicken mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert, bis die ein- 
gefiillten Lésungen siedeten. 

Zur Analyse der Aminosiuren wurden die Zellen mit 6 n HCl (etwa 4 ml auf 3 bis 
4mg Trockengewicht) in Reagensgliser eingeschmolzen und 20 Std auf 110°C 
erhitzt. Das Hydrolysat wurde im Vakuum eingedampft, etwa 5mal mit je 25 ml 
H,0 aufgenommen, erneut eingedampft und zuletzt in etwa 1 ml H,O aufgenommen. 
Der pu-Wert lag um 2 bis 3 und konnte mit 1 bis 2 Tropfen 0,1 n NaOH auf etwa 7 
gebracht werden. Es zeigte sich, daB die Hydrolysate auch dann gut chromato- 
graphiert werden konnten, wenn sie nicht neutralisiert waren. Sie wurden im Kiihl- 
schrank bei 2 bis 6° C aufbewahrt. 

Die Chromatogramme wurden zweidimensional auf Filterpapier SS 602 h:P 
(Schleicher & Schiill), Flichengewicht 120 g/m2 bei 20° C absteigend entwickelt. 
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Lésungsmittel-Gemisch fiir die erste Richtung: 9 Volumenteile (VT) wassergesattig- 
tes prim. n-Butanol + 1 VT Essigsiure p. a. 99% + 1 VT dest. H,O; falls tritbe, 
bis zur Klarung tropfenweise Essigsiure zugeben, nicht langer als 2 Wochen auf- 
bewahren. Losungsmittel-Gemisch fiir die zweite Richtung: 7 VT Amylalkohol 
puriss. + 7 VT Pyridin puriss. + 6 VT dest. H,O; falls triitbe, bis zur Klarung 
tropfenweise Pyridin zugeben. 

Die Lokalisation der Aminosiureflecken erfolgte, um C-Verluste zu vermeiden, 
nicht mit der Ninhydrin-Reaktion, sondern durch Radioautographie. Die Chromato- 
gramme wurden mit einem Réntgenfilm (Schleussner, ,,Doneo“ oder ,,Super- 
Doneo“) in direktem Kontakt zwischen PreBpappe gelegt. Die ,,Doneo‘‘-Filme 
wurden nach 500 Std, die ,,Super-Doneo“ nach 200 Std entwickelt. Sie wiesen bei 
der verwendeten Flachendichte der Radioaktivitét nach dieser Zeit gut sichtbare 
Schwarzungen auf. Im durchscheinenden Licht konnte die Lage der Flecken auf 
das Chromatogramm iibertragen werden. 

Die Radioaktivitat (C!“) wurde mit einem Geiger-Miiller-Zahlrohr mit Glimmer- 
fenster 1,6 mg/cm2, lichter Durchmesser 2,6 em, Typ FHZ 15 der Firma Frieseke u. 
Hoepfner und mit einem StrahlungsmeBgerat, Typ FH 90 derselben Firma, ge- 
messen. Die Aminosiiureflecken auf den Chromatogrammen wurden durch Auflegen 
kreisférmiger Blenden aus Aluminiumblech, 0,5 mm dick, verschiedenen Durch- 
messers ausgeblendet. Das Zahlrohr wurde auf die Blende konzentrisch aufgesetzt. 
Auf diese Weise wurde etwa 0,003 der gesamten Strahlung gemessen. 

Zum Vergleich wurde die Radioaktivitit von NaHC™“O, auf einem 1,5 mm 
dicken Aluminiumblech in diinner Schicht statt in Papier gemessen. Die Dicke der 
Schicht betrug 0,1 mg/cm?, d. h. weniger als 0,02 der Halbwertsdicke, so da die 
Selbstabsorption nicht mehr als 1% ausmachte. Dabei wurde in sonst gleicher 
Anordnung 0,023 der gesamten Strahlung erfaft. 

Bei der Ermittlung der Radioaktivitat wurden mindestens 600 Impulse (I) je 
Praparat gezihlt. Daher betrug der mittlere Fehler héchstens —- 4%. Der Nulleffekt 
(etwa 25 I/min) wurde vor und nach jeder MeBreihe gemessen (etwa 1000 I). Da nur 
relative Werte erforderlich waren, konnte auf die iiblichen Korrekturen verzichtet 
werden. Der gemessene Effekt wurde lediglich, wenn notwendig, mit Koinzidenz- 
korrektur versehen und der Nulleffekt davon abgezogen. Somit wurden relative 
Radioaktivitaten mit einem mittleren Fehler von héchstens + 4,2% erhalten. 

Die Aminosauremengen in den Papierchromatogrammen wurden mit der Moore- 
u. Stetn-Methode (1948) nach Lanpua u.Awapara (1949) bestimmt. Der Papier- 
blindwert in der Umgebung der Flecken wurde ebenso ermittelt und abgezogen. 
Auf diese Weise konnten die Aminosiiurenmengen durch Vergleich mit Eichwerten 
mit einem mittleren Fehler von + 10° bestimmt werden. Es muBte darauf geachtet 
werden, da8 im Papier verbleibende Reste von Essigsaure nicht zuviel NH, aus der 
Luft absorbierten, da die Papierblindwerte dann die Messung der Aminosaure- 
mengen beeintrachtigten. Folgende C!-Praparate wurden verwendet: BaC¥O, mit 
1,25 und 8,3 sowie NaHCO, mit 6,0 C/g-atom (Curie je Grammatom Kohlenstoff). 


Versuche und Ergebnisse 
Hemmstoff-Wirkungen 
Zunichst wurde der Einflu& bekannter Enzymhemmstoffe auf die 
Geschwindigkeit des O,-Verbrauchs und ihre Zunahme bei der Oxydation 
yon Ameisensaure durch Hyphomicrobium untersucht. Damit sollte eine 
Vorstellung tiber die Art der Enzyme, die an der Formiatoxydation und 
am Aufbau neuer Zellsubstanz beteiligt sind, und tiber die Verknipfung 
zwischen Substratoxydation und Wachstum gewonnen werden. 
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Die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme gibt ein Maf fiir die Geschwin- 
digkeit der Formiatoxydation und damit fiir die betreffende Enzym- 
aktivitét. Bei im wesentlichen gleichbleibenden Versuchsbedingungen 
wird die Oxydationsgeschwindigkeit, soweit sie nicht durch die Substrat- 
konzentration begrenzt wird, der Enzymmenge proportional sein. Nach 
Ablauf der Latenzzeit wird auBerdem das Verhaltnis von Enzymmenge 
zu Zellmenge konstant sein. Somit ist innerhalb dieser Grenzen unter 
gleichbleibenden Bedingungen die Oxydationsgeschwindigkeit der 
Zellmenge proportional und eine Beschleunigung der Oxydation ein 
MaB fiir den Zuwachs an Zellsubstanz. 

Wird also der O,-Verbrauch von Zellsuspensionen mit und ohne 
Hemmstoff gemessen und in Abhangigkeit von der Zeit in einem Ko- 
ordinatennetz aufgetragen, so kann aus der Form der Kurve der Einflu8 
des Hemmstoffes mit gewissen Einschrinkungen abgelesen werden 
(ENGEL, KrEcH u. FRIEDERICHSEN 1954). 

Die Suspensionen wurden folgendermaBen hergestellt: Ein Kolben mit 100 ml 
Kultur auf Nahrlésung IT wurde nach Beendigung der Formiatoxydation ge- 
schiittelt und die Zellen steril abzentrifugiert. Diese wurden mit 30 ml Nahrlésung IT 
einmal gewaschen und dann durch starkes Schiitteln (2 min) in einer Glasstopfen- 
flasche in 20 ml Nahrlésung II suspendiert. Davon wurden 10 ml auf 40 ml mit 
Nahrlésung II verdiinnt. Die Zellkonzentration betrug dann etwa 20 mg/l. 

Bei den Versuchen mit 2,4-Dinitrophenol und «, «’-Dipyridy] wurde der Haupt- 
raum der WarburggefiBe mit 5 ml Suspension und die Seitenbirne mit 0,5 ml 
Hemmstofflésung beschickt, bei allen iibrigen Versuchen wurden 4 ml Suspension 
und 0,4 ml Hemmstofflésung verwendet. Die Druckiinderung wurde bei nicht kon- 
stantem CO,-Druck gemessen. Ein zu niedriger CO,-Druck durch Gegenwart von 
KOH im Reaktionsraum muBte wegen der Stérung des Wachstums vermieden 
werden. Auerdem kam es in diesen Versuchen nur auf relative Werte und auf die 
Form der Kurve an. Deshalb wurde auf die Anwendung von KOH verzichtet. Da 
die Nahrlésung verhaltnismafig alkalisch ist (px 7,2 bis 7,5), erhdht die Produktion 
von NaHCO, aus HCOONa die Konzentration des freien CO, und damit den CO,- 
Partialdruck iiber der Lésung nicht erheblich. Nur etwa 2% des gebildeten CO, 
liegt unter diesen Bedingungen als freies CO, vor. Der Druckabfall kann deshalb 


annihernd als O,-Druckiinderung angesehen und in O,-Verbrauch umgerechnet 
werden. 


Nach Temperaturausgleich wurde die Druckabnahme etwa 6 Std gemessen. In 
dieser ersten Zeit betrug die Geschwindigkeit des 0,-Verbrauchs 0,5 bis 3,5 ul/Std 
je Milliliter Suspension. Dann wurde der Hemmstoff zugegeben und die Druck- 
anderung weitere 43 bis 137 Std gemessen. 

In den Abb. 1 bis 5 sind einige Versuche dargestellt. Die Kontrollen 
ohne Hemmstoff zeigten in allen Versuchen eine Kurve mit Aufkriim- 
mung im ersten Teil und nach Erschépfung des Formiats Ubergang in 
die geringe Steigung der Restatmung im letzten Teil. Daraus kann 
geschlossen werden, da hier Wachstum stattfand. Wenn die Konzen- 
trationsinderung des Natriumformiats beim Sterilisieren der Nahr- 
l6sung nicht erheblich ist, und wenn kein Wachstum stattfindet, miBten 
823 wl O, bei vollsténdiger Oxydation der in 5 ml Suspension vor- 
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handenen 5mg HCOONa bzw. 659 wl bei 4 ml Suspension verbraucht 
werden. Der Gesamtverbrauch an O, in den Kontrollen erreichte jedoch 
nicht die erwartete Hohe, da ein Teil des Formiats oder des daraus 
gebildeten CO, assimiliert wurde. Eine Folge dieser Assimilation war 
auch das Ansteigen des py-Wertes von etwa 7,2 bis 7,4 auf etwa 7,8 bis 
8,6. Durch Zugabe von Hemmstoffen traten Anderungen der Form der 
Kurve und der insgesamt verbrauchten Sauerstoffmenge auf. 


—Verbrauch —~ 
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Abb. 1. Wirkung von 2,4-Dinitrophenol. 5ml Suspension, 0,5ml DNP-Lésung. 80°C. Tho,: berech- 
neter O-Verbrauch. Von je 2 Parallelansiitzen ohne DNP (Kontrolle) und mit 1 - 10-* m DNP wurde 
nur je eine Kurve gezeichnet, da sie nahe beieinander lagen 


1. 2,4-Dinitrophenol (DN P) 

Je nach Zellkonzentration wurde das Wachstum durch 3 - 107? oder 
5 - 10-3m DNP ohne wesentliche Beeintrachtigung der Formiatoxydation 
vollstandig gehemmt. Wahrend sich die Kurve der Kontrolle aufwarts 
kriimmt, lésen sich die Kurven der Versuche mit 5: 10-3 m DNP 
(Abb. 1) ab und steigen fast geradlinig weiter aufwarts, d.h.die Oxydation 
der Ameisensiiure ging mit gleichbleibender Geschwindigkeit weiter, in 
diesem Versuch sogar iiber 102 Std. Daraus kann geschlossen werden, 
da®B hier kein Wachstum stattfand. In Ubereinstimmung damit erreichte 
der O,-Gesamtverbrauch die errechnete Héhe von 823 yl, und die 
Kontrolle des p-Wertes zeigte, da er unverandert auf 7,2 geblieben war. 
Die Differenz des Gesamtverbrauchs an O, von 275 wl im Ansatz ohne 
DNP betrug 0,33 des errechneten und bei 5- 10-° m DNP tatsachlich 
erreichten. 

In den anderen Versuchen wurde das Ende der Reaktion nicht immer 
abgewartet. Aber auch hier zeigte sich der Unterschied im pp-Wert am 


02-Verbrauch —~ 
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Versuchsende. Bei geringerer Zellkonzentration gentigten schon 3- 107% m 
DNP, um eine vollstandige Wachstumshemmung bei fast ungestorter 
Oxydation zu erreichen, und ab 4+ 10-?m DNP wurde eine langsam 
fortschreitende Hemmung der Formiatoxydation beobachtet, wahr- 
scheinlich durch Schadigung der Zellen. Bei 1 - 107? und 2 - 10°? m DNP 
wurde die Assimilation zwar noch gehemmt, aber nicht so stark wie bei 
hdheren Konzentrationen. Der pqy-Wert und der O,-Gesamtverbrauch 
erreichten hier Werte zwischen denen der Kontrolle und der Versuche 
mit vollstaéndiger Hemmung der Assimilation. 
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Abb. 2, Wirkung von «,«’-Dipyridyl. 5 ml Suspension, 0,5 ml DP-Lésung. 30° GC. Von 2 Parallel- 
ansitzen ohne DP (Kontrolle) wurde nur eine Kurve gezeichnet, da sie nahe beieinander lagen 


2. a,a’-Dipyridyl (DP) 

DP ist ein charakteristischer Schwermetall-Komplexbildner. Mit 
dieser Substanz konnte in keinem Fall eine so klare Trennung von 
Oxydation und Wachstum erreicht werden wie mit DNP. Hohe Konzen- 
trationen bewirkten sofort nach Zugabe (Abb. 2) eine fortschreitende 
Verlangsamung der O,-Aufnahme, die bei 10-2m nach etwa 15 Std 
praktisch zum Stillstand kam, bei 10-?m mit starker Hemmung kon- 
stant weiter lief und bei 4-10~!m weniger stark gehemmt eine all- 
miahliche Erholung zeigte. Es scheint also, als ob Wachstumshemmung 
ohne Beeintrachtigung der Formiatoxydation mit DP nicht moglich ist, 
Betrug die DP-Konzentration nur 2+ 10-4 m, so ging die Hemmung im 
Laufe der Zeit zuriick, und in der Zeit zwischen 13 und 22 Std nach 
Zugabe lag die Oxydationsgeschwindigkeit sogar um 12° hoher als vor 
der Zugabe von DP. 

10~* und 5- 10-°m DP bewirkten schon in der Zeit zwischen 1 und 
13 Std nach der Zugabe eine Stimulierung um 23 bis 24°, waihrend die 
Kontrolle in dieser Zeit noch keine Beschleunigung zeigte (Tab. 1). 
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Diese Stimulierung fiihrte dazu, daB der Abbau der vorgelegten Formiat- 
menge friiher beendet war als bei den Kontrollen und da auch die 
insgesamt verbrauchten O,-Mengen erhéht wurden (von etwa 520 auf 
etwa 540 ul nach 90 Std). Daraus ist zu folgern, dai die héhere Ge- 
schwindigkeit des O,-Verbrauchs nicht durch Stimulation des Wachs- 
tums, sondern der Formiatoxydation, vielleicht als Folge einer Wachs- 
tumshemmung, erreicht wurde. Bei héherer Zellkonzentration wurden 


Tabelle 1. Hemmung der Formiatoxydation durch a«'-Dipyridyl 
In Prozent der Oxydationsgeschwindigkeit vor Zugabe von DP. Versuch 1 mit 
niedrigerer Zellkonzentration; Versuch 2 mit héherer Zellkonzentration (Abb. 2). 
Negative Werte bedeuten Stimulierung (Beschleunigung) 


Versuch 1 Versuch 2 
DP-Konz. : 
“2 Zeit nach Zugabe von DP in Std 
1—13 13—22 1,5—13 
0 0 —47 
5610-5 — 23 —82 
10-4 24 —68 
2+ 10-4 7 419 
4-104 23 20 
pose 3 
107-3 50 51 
De LORE 33 
10-2 86 99 


niedrigere Hemmeffekte beobachtet. Die pH-Werte am Ende der Ver- 
suche betrugen in den Kontrollen bei 5-10~*, 10~¢ und 2- 1044 DP 


8,2 bis 8,3, bei 4: 10-4 m DP 7,5 und bei 10-3 und 10-2 m DP unver- 


andert 7,2. 
3. o-Phenanthrolin (Ph) 


Ph hemmte in einer Konzentration von 5-10~4m und hoher die 
Oxydation der Ameisensdure fortschreitend. Dagegen beeinfluBte 
10-4m Ph die Oxydation kaum, wahrend das Wachstum vollig unter- 
driickt war (Abb. 3). 5+ 10-® bis 5 - 10-° m Ph hatten auf die Oxydation 
keinen und auf das Wachstum nur geringen EinfluB. Das gehemmte 
Wachstum ist auBer an der geringeren Aufkriimmung der Kurven an der 


Erhdhung des O,-Gesamtverbrauchs gegeniiber den Kontrollen zu 


bemerken. Die zur Oxydation einer gegebenen Formiatmenge erforder- 
liche O,-Menge war um so gréfer, je starker das Wachstum gehemmt 


wurde. 

Bei den in Abb. 3 bis 5 dargestellten Versuchen befanden sich in den GefaBen, 
wie bereits erwahnt, jeweils nur 4 ml Suspension. Daher ist der fiir vollstandige 
Oxydation des darin enthaltenen Formiats errechnete 0,-Verbrauch = 659 yl 


382 R. NAVEKE: 


(Abb. 3) niedriger als bei den in Abb. 1 und 2 dargestellten Versuchen. Daritbe 
hinaus war das Verhiltnis der in den Kontrollen ohne Hemmstoft verbrauchten 
O,-Menge zu der errechneten kleiner als in den Versuchen mit 5 ml Suspension. 
Offensichtlich wurde bei der Sterilisation der Nahrlésung fiir die Versuche mit 4 ml 
Suspension ein Teil des Formiats zerstért. Leider wurde das Ende der Oxydation 
bei vollstiindig gehemmtem Wachstum nicht abgewartet. Die tatsachlich vor- 
handene Formiatmenge war also in diesen Versuchen nicht genau bekannt. : 
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Abb. 3. Wirkung von o-Phenanthrolin. 4ml Suspension, 0,4 ml Ph-Lésung. 30°C. Tho,: berechneter 
O,-Verbrauch. Von 2 Parallelansiitzen ohne Ph (Kontrolle) wurde nur eine Kurve gezeichnet, da sie 
nahe beieinander lagen 
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Abb. 4. Wirkung von Kaliumceyanid. 4 ml Suspension, 0,4 ml KCN-Liésung. 30° CG. Von 2 Parallel- ) 
ansiitzen ohne KON (Kontrolle) wurde nur eine Kurve gezeichnet, da sie nahe beeinander lagen 


4. Kaliumeyanid 
KCN wurde schon 1 Std nach Einhingen der GefaBe in das Wasserbad — 
der Suspension zugesetzt. Die Hemmeffekte wurden deshalb in Tab. 2 


in Prozent der Geschwindigkeit der Kontrolle angegeben, Schon geringe — 
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| Konzentrationen von KCN hemmten die 0,-Aufnahme (Abb. 4). Das 
Wachstum war bei 10~> m betrachtlich verlangsamt, aber noch deutlich 
erkennbar. Der Gesamtverbrauch an O, lag gegeniiber der Kontrolle 
hodher, jedoch nur um 26 wl. Das bedeutet, daB auch bei 10-°>m KCN 
noch eine Assimilation von Kohlenstoff stattfand, da anderenfalls ein 
noch hdherer O,-Verbrauch zu erwarten ware. Die Aufrichtung der 
Kurve kann allerdings auch durch Abbau des KCN zustande gekommen 

sein. Die Hemmung durch KCN ist stirker als 


Tabelle 2. Hemmung durch «,«’-Dipyridyl und o-Phenanthrolin. 
der Formiatoxydation 


_ _ durch KCN 5. p-Chlormercuribenzoat (CMB) 
in Prozent der Oxyda- : i fees 
tionsgeschwindigkeit CMB hemmte die Oxydation in Konzentrationen 


der Kontrolle, 1 bis von10~°m und hoher fast vollsténdig. Durch 10-§m 
8StdnachZugabedes CMB wurden die Oxydation und das Wachstum 
Hemmstoffs (Abb. 4) dagegen fast nicht beeinfluBt. 

KCN-Konz. | Hemmung 


m % 6. Monojodessigsaure (MJ E) 
0 0 MJE hemmte die Formiatoxydation erst in einer 
10-5 36 Konzentration von 10-° m, und zwar mit der Zeit 
5° nek 68 zunehmend. Kurz nach Zugabe betrug die Hemmung 
ae 89 


bei 10-3 m nur etwa 15°% der Geschwindigkeit vor 

Zugabe von MJE, wahrend sie nach 40 Std etwa 

5- 10-3 97 72% ausmachte. Bei 10-4 m war eine geringe Ver- 

zogerung des Wachstums festzustellen, bei 10> m 

und 10~° m sogar eine geringfiigige Stimulierung. Der Gesamtverbrauch 
an O, war bei 10-6 bis 10-4 m MJE dem der Kontrolle gleich. 
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7. Hydroxylamin 


Das Carbonylreagens NH,OH hemmte in einer Konzentration von 
10-2 m die Oxydation der Ameisenséure in der 2. und 3. Std nach 
Zugabe zu 48%, nach etwa 10 Std bereits vollstaéndig (Abb. 5). Bei 
10-4m war eine deutlich zunehmende Hemmung der Oxydation zu 
beobachten. Sie trat in der 3. Std nach Zugabe mit 24°% der Geschwin- 
digkeit vor Zugabe von NH,OH in Erscheinung und erreichte in der 
4.Std 40%. Etwa 15 Std nach Zugabe begann die Hemmung aber 
zuriickzugehen, offensichtlich unter Neubildung von Zellsubstanz. Auch 
bei 10-5 m NH,OH waren Hemmung und anschlieSende Erholung noch 
deutlich, wenn auch abgeschwacht, zu erkennen. Diese Hemmung betraf 
bei 10-1 m NH,OH anscheinend auch das Wachstum, was daraus er- 
sichtlich ist, da® in diesem Fall merklich mehr O, insgesamt verbraucht 
wurde, um das vorgelegte Formiat zu oxydieren, als bei den Kontrollen. 

Hyphomicrobium ist in der Lage, Nitrat als N-Quelle zu verwerten, 
wobei als Zwischenprodukt der Nitratreduktion wie bei anderen 
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Organismen wahrscheinlich NH,OH auftritt. Deshalb ist es méglich, da 
NH,OH in geeigneter Konzentration assimiliert werden kann. Dadurch 
wiirde die Hemmung zuriickgehen. Bei 10~?m NH,OH werden die 
Zellen offenbar so geschiidigt, daB die Reduktion des Hemmstoffes nicht 


mehr méglich ist. 
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Abb. 5. Wirkung von Hydroxylamin. 4 ml Suspension, 0,4 ml NH,OH-Lésung. 30° C 


8. Natriumfluorid 


NaF, das hauptsiachlich durch Bindung von Mg” zusammen mit 
Phosphat-Ionen die Aktivitaéit einiger Enzyme beeintrachtigen soll, 
hemmte die Ameisensiure-Oxydation bis zu 10-*m nicht. Auch die 
Wachstumsgeschwindigkeit wurde bei 10-2 m NaF nur wenig herab- 
gesetzt. Dabei ist allerdings zu bedenken, da die Mg’’-Konzentration in 
der Nahrlésung verhaltnismabig hoch war. 

AbschlieBend sei noch einmal darauf hingewiesen, daB fiir diese 
Hemmstoffversuche intakte Zellen verwendet wurden. 


Wachstum bei niedrigem CO,-Druck 

Wenn Hyphomicrobium seinen C-Bedarf lediglich aus CO, deckt, — 
mite die Wachstumsgeschwindigkeit von der Konzentration des CO, in 
der Nahrlésung abhiingig sein. Die Versuche von SturzER (1899) und 
Mervtus jr. (1953) mit relativ geringer Zellkonzentration (Impfmenge) 
und CO,-Entzug durch KOH oder durch einen CO,-freien Luftstrom 
sollten erginzt werden durch Versuche mit Suspensionen grdferer 
Zellkonzentration, da méglicherweise die Produktion von CO, aus dem 
Substrat in diesem Fall den CO,-Bedarf deckt. AuBerdem ist es dadurch 
méglich, die Geschwindigkeit des 0,-Verbrauchs bei CO,-Entzug mit der 
bei h6herem CO,-Druck zu vergleichen. 

Der Einflu8 des CO,-Partialdrucks auf das Wachstum der Zellen wurde durch ma- 


nometrische Messung des O,-Verbrauchs untersucht. Im Hauptraum der Warburg- 
GefaBe befanden sich 4 ml Suspension mit einer Zellkonzentration von 25 mg/l. Die 
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Zellen waren in Nahrlésung I suspendiert. Das Mittelgefa& war entweder leer oder 


-enthielt 0,5 ml KOH 50 g/l, 0,5 ml CO,-Puffer oder 0,5 ml dest. H,O. Der CO,- 
Puffer stand mit einem CO,-Partialdruck von ungefahr3 - 10-4 Atm., dem der atmo- 

spharischen Luft, im Gleichgewicht. In den Abb. 6 u. 7 sind zwei dieser Versuche 
-dargestellt. Auch hier wurde als Ursache fiir die Druckanderung in allen GefaiBen 


WG ae ee ee 


im wesentlichen die Anderung des O,-Drucks angesehen. Die Druckdifferenz 
wurde deshalb unmittelbar in O,-Verbrauch umgerechnet. 
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Abb. 7. Vergleich des 0.-Verbrauchs bei kon- 
a z 1 1) coca 25 Std 30 stantem CO.-Druck (mit CO.-Puffer, KP) und 
ohne KP. Hauptraum: 4 ml Suspension, Zellen 
Abb. 6. Wirkung von niedrigem CO,.-Druck. 25 mg/l, HCOONa 1 g/l. MittelgefaB: 0,5 ml 
Hauptraum: 4 m1 Suspension, Zellen 25 mg/1, KP, 0,1 M, im Gleichgewicht mit 3 - 10~* Atm. 

-~ HCOONa 1 g/l. MittelgefaiB: 0,5 ml KOH 50 g/l COz, oder 0,5 ml dest. Wasser. 30° C. 

oder leer. 30° GC. Mittelwerte aus je 3 Gefaben Mittelwerte aus je 3 Gefafen 


Wird der CO,-Partialdruck im Gasraum durch KOH im Mittelgefaf 
auf nahezu 0 gehalten, so ist das Wachstum, gemessen an der Be- 
schleunigung der O,-Aufnahme, langsamer als in den Kontrollen ohne 


KOH (Abb. 6). Das Wachstum in GefaéfSen, in denen der CO,- 


Partialdruck auf 3- 10-4 Atm. durch einen CO,-Puffer (KP) eingestellt 
wird, war dem in Gefaifen ohne Beeinflussung des CO,-Drucks (Mittel- 
gefaB mit dest. H,O) gleich (Abb. 7). Eine vollstindige Wachstums- 


-hemmung durch CO,-Entzug ist bei dieser Versuchsanordnung nicht zu 


erwarten, da bei der Oxydation des Formiats CO, entsteht, und da die 
Geschwindigkeit seiner Absorption in der KOH durch die langsame 
Diffusion begrenzt wird. Bakterien und KOH kénnen somit um das CO, 
konkurrieren. In der Suspension wird also stets so viel CO, enthalten sein, 
da eine C-Assimilation méglich ist, auch wenn CO, die einzige C- Quelle 
sein sollte. 

Bei CO,-Entzug war die Geschwindigkeit des 0,-Verbrauchs bis etwa 
17 Std nach Versuchsbeginn gréBer als in den Ansatzen, in denen. der 
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CO,-Partialdruck nicht beeinflu8t wurde, danach war sie wegen stirkeren 
Wachstums der Ansitze ohne CO,-Entzug geringer (Abb. 6). 


Oxydationsgeschwindigkeit und Alter der Kultur 


Das Verhiltnis von Oxydationsgeschwindigkeit zu Zellmenge wird 
von der Enzymmenge je Zelle abhingen. Wenn es sich um ein adaptives 
Enzymsystem handelt, wird die Enzymkonzentration bzw. -aktivitat 
unter anderem von der Konzentration des Substrats in der Nahrlosung: 
oder von der Zeit zwischen Erschépfung des Substrats und Messung 
abhangig sein. Bei einem konstitutiven Enzymsystem miiBte sie dagegen 
weitgehend davon unbeeinfluBt bleiben. 


In Suspensionen aus 4 verschiedenen Anzuchtkulturen wurde das Verhaltnis von 
Oxydationsgeschwindigkeit zu Zellmenge bestimmt. Die Kulturen unterschieden_ 
sich lediglich durch ihr Alter, das in Tab. 3 angegeben ist. Sie wurden sonst wie 
iiblich angesetzt. Die 7 Tage alte Kultur enthielt noch einen Rest Formiat zu dem 
Zeitpunkt, an dem die Zellsuspension daraus hergestellt wurde. Bei den alteren_ 
Kulturen lagen zwischen Erschépfung des Substrats und Versuchsdatum ver- 
schiedene Zeiten. Die Oxydationsgeschwindigkeit wurde manometrisch gemessen. 

Der Hauptraum der Warburg-GefaBe enthielt je 

Tabatle 3. 4 ml Suspension, die MittelgefaBe je 0,5 ml KOH > 
Kalbiralier undO.. Verandah: 50 g/L. Die Zeit zwischen dem Suspendieren der 
‘ Zellen in der neuen Nahrlésung und der ersten 
: : . Manometerablesung betrug in jedem Fall etwa 
impfen, 0,-Verbrauch in ul Oz Je 9 gtd. Die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme 


mg Zellen (Trockengewicht) und 3 Z a 
kerStalele’( Qn.) Mithelweltta Sus blieb wahrend der Messung, d. h. 150 min, 


Kulturalter in Tagen nach Be- 


; ; konstant. 
je 2 Bestimmungen 
Aus Tab. 3 geht hervor, daf mit zu- 
Mellkca a thee Qo. nehmendem Alter der Anzuchtkultur das 
are d. yg ul Verhaltnis von Oxydationsgeschwindig- 

m . . : 

F sale keit zu Zellmenge kleiner wird. Wegen 
69,0 93,1 der langen Lebensdauer einer Hypho- 
75,5 9 78,8 microbium-Kultur (iiber 2 Jahre ohne 
81,5 13 56,4 Zufuhr neuen Substrats) ist nicht anzu- 
70,0 19 44,3 nehmen, dafi die Aktivitét durch Ab- 


sterben der Zellen abnimmt. Es scheint, 
als ob die Enzymkonzentration der Substratkonzentration angepabt 
wird und somit ein adaptives Enzymsystem vorliegt. Die Kenntnis 
dieser Tatsache ist fiir vergleichende Untersuchungen iiber den Formiat- 
abbau wichtig. Dafiir diirften demnach nur gleichaltrige Kulturen 
verwendet werden. 


Formiatoxydation mit Methylenblaw (MB) 

Um zu priifen, ob sich bei der Oxydation von Ameisensiure O, als 
H-Acceptor durch MB ersetzen lat, wurde die Oxydation in Gegenwart 
von MB und Abwesenheit von O, im Thunberg-Versuch verfolgt. Von 
3,0 mg Hyphomicrobium in 30 mmol Phosphatpuffer (px 7,2) mit 1,0 oder 
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2,0 mmol Natriumformiat wurde 0,5 umol MB, 0,1 mmol, in 30 min ent- 
farbt. Unter sonst gleichen Bedingungen wurde ohne Formiat nach 
_ 120 min oder mit Zusatz von 10-4 oder 10-3 m KON (mit Formiat) nach 
180 min noch keine Entfaérbung festgestellt. Die KCN-Hemmung ent- 
spricht dem Einflu8 von KCN auf die Oxydation des Formiats mit On 
bei der bereits 10~*m KCN eine fast vollstindige Hemmung (89°) und 
10-°m KCN 36% Hemmung bewirkten. 

Der Substratwasserstoff 1a8t sich also auch auf MB statt auf O, 
ubertragen. Aber auch dabei sind offenbar gegen KCN empfindliche 
Enzyme beteiligt. 


Verhidltnis von assimiliertem Kohlenstoff 
zu oxydiertem Formiat 


Das Verhaltnis der C-Menge, die wahrend der Formiatoxydation 
assimiliert wird, zur verbrauchten Ameisensaéure-Menge wurde durch 
manometrische Messungen ermittelt. Wird wahrend der Oxydation der 
Ameisensdure ein Teil der Ameisensaure assimiliert, d. h. in Baustoffe 
uberfiihrt oder als Zwischenstoff zuriickgehalten, so wird aus einer 
bestimmten Formiat-Menge nicht die fir vollstandige Oxydation 
berechnete CO,-Menge gebildet, sondern um so viel weniger, als Formiat 
assimiliert wird. Ebenso wird weniger CO, gefunden werden als berechnet, 
wenn das gebotene Formiat zwar vollstandig zu CO, und H,O oxydiert 
wird, wenn aber gleichzeitig eine Assimilation, d.h. Reduktion, von CO, 
stattfindet. 

AuBerdem wird in beiden Fallen nicht die berechnete Menge O, ver- 
braucht werden. Die O,-Differenz richtet sich nach der Reduktionsstufe, 
auf welcher der assimilierte C am Ende des Versuches vorliegt. Man 
miuBte also aus der gemessenen CO,- und O,-Differenz den Assimilations- 


quotienten. a berechnen kénnen. Im Prinzip sind diese Versuche denen 


von K. BAaLsRUD u. K.S. Baautsrup (1952) mit Throbacillus-Arten 
gleich. 

Wie aus den Versuchen mit Hemmstoffen hervorging, wird das 
Wachstum durch 3 - 10-3 bis 5 - 10-3? m DNP bei einer Zellkonzentration 
von etwa 20 mg/l vollstindig gehemmt, ohne daB die Geschwindigkeit 
der Formiatoxydation wesentlich beeinfluBt wird. Demnach ist zu 
erwarten, daB bei einer geeigneten DNP-Konzentration die C-Assimi- 
lation vollstandig verhindert wird. Die CO,- und O,-Differenzen miiften 
verschwinden. Diese Annahme wurde durch die bereits geschilderten 
Versuche mit DNP bestatigt (Abb. 1). 

Um das Verhaltnis der assimilierten C-Menge zur verbrauchten Formiat- 
menge und gleichzeitig Respirations- und Assimilations- Quotient zu 
bestimmen, wurden die bei Verbrauch von 1 mg HCOONa = 14,7 wmol 

27* 
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umgesetzten CO,- und O,-Mengen manometrisch gemessen. Bei voll- 
stindiger Oxydation zu NaHCO, ist zu erwarten, da 164,7 pl O, = 
7,35 mol O, verbraucht und 329,4 ul CO, = 14,7 amol CO, gebildet werden. 


Nachdem die Formiatoxydation in den Anzuchtkolben beendet war, wurden 
davon 2 mit je 100 ml Kultur geschiittelt und die Zellen steril abzentrifugiert. Das 
Zentrifugat wurde mit 40 ml Stammldsung, die wie Nahrlésung I, aber ohne Natrium- 
formiat hergestellt wurde, einmal gewaschen und durch 2 min Schiitteln in einer 
Glasstopfenflasche in 40 ml Stammlésung suspendiert. Dazu wurden noch 2 ml 
Stammlisung oder DNP-Lisung gegeben. Die Zellkonzentration betrug dann 45 
bis 95 mg/l. Jeder Versuch umfaBte 8 Warburg-GefaBe. Sie wurden nach folgendem 
Schema beschickt: 


Anzahl der Hauptraum Mittelgefab Seitenbirne dient zur 
GefaBe 4 ml 0,5 ml 0,5 ml Messung von 

; : | : eb. CO 

9 Suspension dest. Wasser 2n H,SO, Bat Eoin 
HCOONa 2 g/l | 8b: COs 

3 ce 4 spater 2 n H,SO. am Ende, 
i sat ve 4! freies CO, 

KOH 50 g/l 
3 ” oder KP 99 O,-Verbrauch 


Nach Temperaturausgleich wurde 1 bis 6 Std lang die Restatmung gemessen und 
danach der Inhalt der Seitenbirne mit dem des Hauptraumes vereinigt. Wo Saure 
zugegeben wurde, ergab die Druckzunahme das vorhandene gebundene CO,. In den 
iibrigen GefaBen begann die Oxydation des zugefiigten Formiats. Der O,-Verbrauch 
und das freie CO, wurden nach der direkten Methode von Warburg gemessen. 
Nachdem die Geschwindigkeit der Druckabnahme die der Restatmung wieder 
erreicht hatte, d.h. nachdem das Formiat verbraucht war (nach 20 bis 30 Std), 
wurde in die Seitenbirnen der 3 GefaBe, die Formiat und kein KOH erhalten hatten, 
je 0,5 ml 2n H,SO, eingefiillt und nach erneutem Temperaturausgleich mit dem 
Inhalt des Hauptraumes vereinigt. Der Druckanstieg ergab das gebundene CO, am 
Versuchsende. Die Differenz aus dem gebundenen CO, am Ende und zu Beginn des 
Versuchs ergab das bei der Oxydation des Formiats gebildete gebundene CO,. 

Leider war die Erschépfung des Substrats nicht mit einem scharfen Knick der 
Kurve verbunden. Die Steigung der Kurve ging nur langsam in die bei der Rest- 
atmung iiber (Abb. 8 u. 9). Die dadurch verursachten Fehler waren jedoch bei 
moglichst gleichen Versuchsbedingungen und gleicher Wahl des Endpunktes nicht 
allzu grof. In diesen Versuchen betrug der Anteil des freien CO, am gesamten 
CO,-Umsatz nur etwa 1%. Deshalb wurde auch hier die Druckdifferenz in den 
GefiBen ohne KOH bzw. KP in O,-Umsatz umgerechnet. 


In Tab. 4 sind die Ergebnisse von Versuchen ohne DNP und mit ver- 
schiedenen DNP-Konzentrationen zusammengestellt. Ohne DNP und 
bei Gegenwart von KOH wurde 39 bis 40° weniger O, verbraucht als fiir 
vollstandige Oxydation des gebotenen Formiats notwendig ist. Mit 
steigender DNP-Konzentration nihert sich die verbrauchte O,-Menge 
dem errechneten Wert, die O,-Differenz verschwindet. 

Uberraschend ist der hohe Wert des Assimilationsquotienten AQ von 
etwa 1,6 der beiden ersten Versuche. Es lag nahe anzunehmen, daB in 
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den Gefafen mit KOH der Formiatabbau langsamer verlief als in den 
GefaiBen ohne KOH. Die O,-Differenz wiirde in dem Fall zu hoch aus- 
fallen, da die Ameisensdure in den KOH-Gefa®en noch nicht vollstandig 
verbraucht ware, wenn die Reaktion in den anderen schon beendet ist. 
Tatsachlich zeigen die Kurven der Abb. 8, daB die Beschleunigung der 
Oxydation in den Gefa&en mit KOH, in denen der CO,-Partialdruck auf 
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Abb. 8. Oxydation von 1 mg Natriumformiat. Hauptraum: 4 ml Suspension, Zellen 64 mg/l, ohne 
HCOONa, ohne DNP. Seitenbirne: 0,5 ml HCOONa 2 g/l (= 1 mg). MittelgefaB: 0,5 ml KOH 50 g/1 
oder 0,5 ml Wasser. Nach 4 Std Restatmung Zugabe des HCOONa in den Hauptraum. 30°C. Tho,: 
berechneter Sauerstoffverbrauch. Mittelwerte aus je 3 GefaBen 


Tabelle 4. O,- wnd CO,-Umsatz beim Verbrauch von 1 mg HCOONa. 
O, = gemessener O,-Umsatz; CO, = gemessener CO,-Umsatz; 40, = Differenz aus 
berechnetem und gemessenem O,-Umsatz; ACO, = Differenz aus berechnetem und 


gemessenem CO,-Umsatz; berO, = berechneter O,-Umsatz = 164,7 ul; berCO, = be- 
AO 


rechneter CO,-Umsatz = 329,4 wl; AQ = Assimilationsquotient = jao-; RQ = 
é : é CO, 
Respirationsquotient = —9 ~ 
Messung) pwp | 0, | 40, | 40, | CO, | 400, | 400,| ag | ra 
Abb. von Oz mM. re jal aa pl al Bae 
mit 2 7 
8 KOH! — | 100,3| 64,4 | 0,39 | 288,7 | 40,7 | 0,12 | 1,58 | 2,88 
KOH| — 99,5 | 65,2 | 0,40 | 288,3 | 41,1 | 0,13 | 1,59 | 2,89 
9 Kee Spee (One 2s Sie OLS2mOO2,9 Wa20;on |) 0,08: hel OO n bs 2s tL 
KP — |104,8] 59,9 | 0,36 | 294,9 |) 34,5 | 0,11 | 1,74 | 2,81 
KOH | 1,25 | 128,5 | 36,2 | 0,22 | 305,1 | 24,3 | 0,07 | 1,49 | 2,38 
KOH | 3,0 | 147,4| 17,3 | 0,11 | 318,2| 11,2 | 0,03 | 1,54 | 2,16 
KP 5,0 | 159,38} 5,4 | 0,03 
KOH] 6,0 | 160,7| 4,0 | 0,02 
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fast 0 gehalten wird, geringer ist. Man mu8 also annehmen, dafi die 


gemessene O,-Differenz etwas zu hoch ist. 


Um diese UngleichmaBigkeit zu vermeiden, wurde KOH im Mittelgefa8 durch’ 
einen CO,-Puffer ersetzt. Das Ansteigen der HCO,’-Konzentration in der Suspension 
durch die Oxydation des Formiats verursacht nur ein sehr geringes Ansteigen des 
CO,-Partialdrucks iiber der Losung. Etwa 1%, des insgesamt gebildeten CO, liegt 
am Ende als freies CO, vor. An die Kapazitat des CO,-Puffers werden deshalb cei 
hohen Anforderungen gestellt, und 0,5 ml eines 0,1 m K,CO,/KHCO,-Puffers (KP) 
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Abb. 9. Oxydation von 1 mg Natriumformiat. 
Hauptraum: 4 ml Suspension, Zellen 81 mg/l, ohne 
HCOONAa, ohne DNP. Seitenbirne: 0,5 ml HCOONa 2 g/l 
(= 1mg). Mittelgefaib: 0,5 ml CO,.-Puffer (KP) oder 
0,5 ml Wasser. Nach 5 Std Restatmung Zugabe des 
HCOONa in den Hauptraum. 30°C. Tho,: berechneter 

Sauerstoffverbrauch. Mittelwerte aus je 3 GefaiBen 


reichen vollstandig aus, um 

einen CO,-Druck von ungefahr 

3-10-4 Atm., den deratmospha- 
rischen Luft, fiir die Dauer des 

Versuchs aufrecht zu erhalten. 

Der Puffer wurde aus gleichen 

Teilen 0,1 m K,CO,- und 

KHCO,-Lésung hergestellt. 


In Abb.9 ist ein Versuch 
mit KP ohne DNP darge- 
stellt. Der Kurvenverlauf 
beider GefaBsatze ist gleich. 
Aber auch in diesen Ver- 
suchen wurde ein hoher 
Wert fiir AQ erhalten, 
namlich im Mittel 1,85. 
Worauf dieser beruht, lieB 
sich bisher nicht  fest- 
stellen. Jedenfalls haben 
die Versuche gezeigt, dafB 
ein betrachtlicher Teil der 
Ameisensiure bzw. eine 
aquimolare Menge CO, assi- 
miliert wird. 


Kohlenstoffeinbau in Aminoséiuren 

Aus den Befunden von Mevrus jr. (1953) geht hervor, daB Hypho- 
microbium OO, aufnimmt und dessen C in Aminosiuren des Zellproteins 
einbaut. Die Untersuchung der Frage, ob CO,-C in bestimmte Amino- 
sduren bevorzugt eingebaut wird und um welche es sich dabei handelt, 
kann dazu beitragen, eine Vorstellung vom Weg des CQ,-C im Stoff- 
wechsel von Hyphomicrobium zu bilden. So sind unter Umstiinden Riick- 
schliisse auf die Verbindungen méglich, aus denen der aufgenommene 
C in die Aminosiuren iibergeht, bzw. aus denen nach Aufnahme des © 


Aminosauren gebildet werden. 


Das Zellmaterial fiir diese Versuche wurde aus Kulturen gewonnen, denen am 
Abend vorher 1 ml Natriumformiatlésung 100 g/l je 100 ml Kultur zugesetzt wurde, 
um volle Aktivitaét der Zellen zu erreichen. Etwa 12 Std spater wurden die Kolben 
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geschiittelt, die Zellen abzentrifugiert, mit Nahrlésung gewaschen und in so viel 
neuer Nahrlésung suspendiert, daf die Zellkonzentration etwa 20 mg/l betrug. Die 
Suspension wurde zu 100 ml in 200 ml-Erlenmeyer-Kolben mit Waech#aschen- 
Einsatz abgefillt und mit Luft in geschlossenem Kreislauf durchstrémt (Abb. 10). 
Die Schlauchverbindungen bestanden aus dem fiir CO, undurchlassigen Polyviny]- 
chlorid. Um Undichtigkeiten zu vermeiden, wurde eine Schlauchpumpe verwendet, 
deren Schlauch ebenfalls aus PVC bestand. Die Kolben standen in einem Brut- 
schrank bei 30° C. Die Strémungsgeschwindigkeit betrug etwa 15 1/Std, das Gas- 
volumen der gesamten Apparatur ohne KOH-Waschflasche etwa 0,61. In den 


Sthlauchpumpe 


Abb. 10. Apparatur zum Durchstrémen von Zellsuspensionen mit C'O,-haltiger Luft. K,, K, und K- 
Kolben mit je 100 ml Suspension. EinlaBrohre der 3 Kolben und der KOH-Waschflasche enden mit 
Glasfritten 


Kreislauf war eine Gaswaschflasche mit KOH 150 g/l eingeschaltet. Nach 1 bis 
2 Std war das durchstromende Gas praktisch CO,-frei. Die KOH-Waschflasche 
wurde ausgeschaltet und im CO,-EntwicklungsgefaB CO, mit beigemengtem CMO, 
freigemacht, indem auf 25 mg BaCO, mit einer spezifischen C'-Radioaktivitat von 
1,25 C/g-atom 2 ml 1 n H,SO, aus dem Seitenansatz gegeben wurden. 

Nach Ablauf verschiedener Zeiten wurden die Kolben nacheinander, bei Kolben 1 
beginnend, aus dem Kreislauf genommen. Sie wurden mit CO,-freier Luft durch- 
spilt und das herausgespiilte CO, in Barytlauge aufgefangen. Nach 5 min wurde der 
Inhalt der Kolben mit 1 ml 6 n HCl angesauert, um auch das gebundene CO, in die 
Barytlauge zu iiberfithren (weitere 10 min). Sobald der Luftstrom kein CO, mehr 
aus dem Kolben trieb, wurden die Zellen abzentrifugiert und mit 6 n HCl hydroly- 
siert. Die Bestandteile des Hydrolysats wurden papierchromatographisch getrennt. 
Die radioaktiven Flecken — fast nur Aminoséiuren — wurden mit einem Roéntgen- 
film lokalisiert und ihre Radioaktivitat gemessen. Danach wurde die Menge der 
Aminosiuren in dem bei der Messung der Radioaktivitat ausgeblendeten Teil des 
Papiers bestimmt. Als relative spezifische Radioaktivitat der Aminosduren wurde 
der Quotient aus der gemessenen relativen Radioaktivitat und der Menge des 
Aminosaure-Kohlenstoffs in C/g-atom angegeben. Da die Impulsgeschwindigkeit 
bei diesen Messungen 5001/min nicht iiberstieg, war eine Koinzidenzkorrektur 
nicht erforderlich. 

Die Messungen wurden auf die in Abb. 11 angegebenen 8 Aminosauren 


beschrankt. Wie Vorversuche zeigten, war die spezifische relative Radio- 
aktivitat der anderen — Leucin, i-Leucin, Phenylalanin, Valin, Methionin, 
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Tyrosin und Prolin — bei kurzer Einwirkungsdauer sehr gering. Uber die 
Geschwindigkeit der Stoffwechselvorginge im Verhaltnis zur Generations- 
dauer bei Hyphomicrobium lagen keine Anhaltspunkte vor. Fiir die ersten 
Versuche wurde deshalb eine Einwirkungszeit des C!4O, von 3 bis 12 Std 
gewahlt. Dabei stellte sich aber heraus, daf} C aus CO, schon nach 3 Std 
fast gleichmaBig itber die Aminosduren verteilt war. Da die Bestimmung 
der Aminosiiure-Mengen mit groBen Fehlern behaftet war, konnten die 
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Abb. 11. Relative spezifische Radioaktivitiit (C4) der Aminosiiuren von Hyphomicrobium nach 
verschieden langer Inkubation mit C'™O,, bezogen auf die von Asparaginsiure 


geringen Unterschiede in der relativen spezifischen Radioaktivitat keinen 
Aufschlu8 tiber die Kinetik des C-Einbaues in die Aminosiéuren geben. 


Ks wurde daher versucht, durch Verkleinerung des Gasvolumens der Apparatur 
auf 0,41, Beschleunigung der CO,-Entwicklung durch Erwirmen, Abtéten der 
Zellen gleich nach der Entnahme aus dem Kreislauf mit 1 ml 6 n HCl je Kolben, 
Verwendung eines BaCO,-Priiparats mit gréBerer spezifischer Radioaktivitat 
(8,3 C/g-atom) und Beschrinkung auf 2 Kolben je Versuch kiirzere Einwirkungs- 
zeiten des C@O, zu erzielen. AuBerdem wurden die Zellen in einer CO,-armen Nahr- 
l6sung suspendiert. Dadurch wurde eine héhere Konzentration des den Zellen zur 
Verfiigung stehenden CO, an CO, erreicht. 


Aber auch auf diese Weise gelang es nicht, bei einer kiirzeren Ein- 
wirkungsdauer als 30 min meBbare Radioaktivitaéten der Aminosiiure- 
flecken zu erhalten, und es zeigten sich noch keine Aminosauren, die den 
markierten Kohlenstoff eindeutig bevorzugt erhielten. Deshalb wurden 
die Versuche wie folgt ausgefiihrt : 


Die Zellen wurden in der CO,-armen Nahrlésung suspendiert, und je Versuch 
kam nur 1 Kolben mit 100 ml Suspension 30 mg/l zur Verwendung. In einem Wasser- 
bad von 30°C hangend wurde Luft durchgesaugt, die durch Vorschalten einer 
Waschflasche mit KOH von CO, befreit war. Nach 30 min ergab die Kontrolle, daB 
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kein CO, herausgespiilt wurde. Der Luftstrom wurde abgestellt und die Verbindun- 
gen abgeklemmt. Zur Suspension wurden nun 0,21 ml einer NaHCoO,-Lésung 0,2 m 
mit NaHC™O, gegeben. Die spezifische Radioaktivitit des Praparats war 6,0 C i eONORT: 
Es wurden also 42 «Mol NaHCO, mit 252 nC zugegeben. Nach 5 baw. 11 min wurde 
der Inhalt des Kolbens mit 5 ml Trichloressigsiure 100 g/l versetzt und das CO, mit 
CO,-freier Luft in kalt gesattigte Barytlauge getrieben. ¥ 


Abb. 11 zeigt die relative spezifische Aktivitét der Aminosauren in 
Bruchteilen des jeweiligen Asparaginsdure-Wertes, der fast immer der 
héchste war, gegen die Zeit der C'40,-Einwirkung aufgetragen. AuBer- 
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Abb. 12. Radioautogramme von Papierchromatogrammen mit Aminosiuren aus Hyphomicrobium 
(Saurehydrolysat). Links nach 5 min, rechts nach 12 Std Einwirkung von C'O,. 4-P Laufrichtung 
des Amylalkohol-Pyridin-Wasser-Gemisches. B-E Laufrichtung des n-Butanol-Essigsiure-Wasser- 
Gemisches. Pro Prolin, Ala Alanin, Thr Threonin, Gly Glycin, Ser Serin, Arg Arginin, 
His Histidin, Lys Lysin, Cys Cystin, Glu Glutaminsdure, Asp Asparaginsiure 


dem werden in Abb. 12 zum Vergleich die Radioautogramme der Chro- 
matogramme aus Versuchen mit 5 min und mit 12 Std C“O,-Einwirkung 
gezeigt. Glutaminsiéure, Asparaginsiure und Glycin sind schon nach 
5 min deutlich markiert und zwar mit etwa gleicher Intensitat, wahrend 
die anderen Aminosaduren nur wenig C' enthalten. Arginin und Lysin, 
die nach 2 Std sogar relativ viel C'™ enthalten, weisen hier nur sehr 
schwache Radioaktivitaét auf. Auffallig ist die verhaltnismabig starke 
Markierung von Serin. Alanin enthalt den C schon kurze Zeit spater, 
15 min nach Zugabe des Praiparats, in relativ groBer Menge. 

Bei dieser Gelegenheit soll aber noch einmal auf die Unsicherheit der 
Aminosiurebestimmung in Papierchromatogrammen hingewiesen werden. 
Geringen Unterschieden der spezifischen Radioaktivitét dart deshalb 
nicht zu viel Bedeutung beigemessen werden. Bei genaueren Unter- 
suchungen wird man eine Elution der Aminosduren nicht vermeiden 
kénnen. Um die Verhaltnisse bei noch kitrzeren Einwirkungszeiten zu 
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erfassen, wird auch eine empfindlichere Messung der 6-Strahlung not- 
wendig sein, etwa in einem fensterlosen GasdurchfluB-Zahlrohr, um 
Strahlungsabsorption zu vermeiden. Die Untersuchung wird ferner er- 
schwert durch die geringe Geschwindigkeit der CO,-Assimilation im Ver- 
haltnis zur Geschwindigkeit der weiteren Umsetzung des assimilierten C. 


Diskussion der Ergebnisse 

Die Oxydation der Ameisenséure scheint mindestens in 2 Stufen ab- 
zulaufen, da es méglich ist, O, durch Methylenblau zu ersetzen, und da 
anzunehmen ist, daB durch Methylenblau nicht die gleichen Enzyme 
oxydiert werden, die auch unmittelbar mit O, reagieren. Das Wahr- 
scheinlichste ist demnach eine enzymatische Dehydrierung zu CO, und 
Ubertragung des abgespaltenen Wasserstoffs iiber ein oder mehrere 
Enzyme auf O,. 

Die hohe Empfindlichkeit der Oxydation gegen p-Chlormercuribenzoat 
weist auf sulfhydrylgruppenhaltige Dehydrogenasen hin. Die im Ver- 
haltnis zur CMB-Wirkung nur geringe Empfindlichkeit gegen 107-4 m 
Monojodessigsiure beruht méglicherweise auf Schwierigkeiten bei der 
Permeation, da intakte Zellen verwendet wurden und diese offenbar mit 
einer Schutzschicht umgeben sind. AuBerdem ist zu bedenken, daB auch 
in zellfreien Enzymlésungen die Hemmwirkung von MJE geringer ist als 
die von CMB (Barron u. StncER 1954). Dehydrogenasen, die gegen 
Schwermetallkomplexbildner unempfindlich sind, scheinen jedoch nicht 
oder wenigstens nicht allein an der Aktivierung des Substratwasserstoffs 
beteiligt zu sein. Anderenfalls diirfte die Reduktion von Methylenblau 
nicht schon durch 10-4*m KCN vollstaéndig gehemmt werden. Diese 
Hemmung ware verstandlich, wenn bei der Methylenblaureduktion 
Flavoproteid-Metallkomplexe aufer Dehydrogenasen des bekannten Typs 
zwischengeschaltet sind. Formiatdehydrogenasen aus Samen von Pisum 
sativum und Phaseolus multiflorus und aus Rattenleber und Rattenniere 
sind ebenfalls im Gegensatz zu anderen DPN-spezifischen Dehydro- 
genasen gegen CN’ sehr empfindlich (ADLER u. SREENIVASAYA 1937, 
MATHEWS u. VENNESLAND 1950, Davison 1951). Bei Erbsen-Formiat- 
dehydrogenase wurden zwei Teilreaktionen nachgewiesen (MB bedeutet 
Methylenblau) (MATHEWS u. VENNESLAND 1950, MaTHEws 1951): 

HCOOH + DPN - DPNH, + CO, (CN’-empfindlich) 

DPNH, + MB -- DPN — + Leuko-MB (nicht CN’-empfindlich) 
Dabei ist der Wirkungsmechanismus von CN’ nicht geklart. Ein ahnliches 
Enzymsystem scheint bei Hyphomicrobium vorzuliegen. Die Oxydation 
von Formiat durch Hyphomicrobium mit O, als H-Acceptor wird jeden- 
falls durch Schwermetall-Enzyme katalysiert, wie die Wirkung von KCN, 
o-Phenanthrolin und «,«’-Dipyridyl zeigt. Wegen der Abnahme der 
Aktivitaét nach Erschépfung des Substrats ist anzunehmen, daR der 
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Aufbau des Enzymsystems oder einer Komponente durch Ameisensiure 
induziert wird. 
' Mit 2,4-Dinitrophenol in geeigneter Konzentration gelingt es, die 
Oxydation des Formiats weiterlaufen zu lassen, ohne da® die dabei frei- 
werdende Energie zum Aufbau von Zellsubstanz ausgenutzt wird. DNP 
zeigt also auch hier die bekannte hemmende Wirkung auf die Energie- 
ubertragung von energieliefernden Abbaureaktionen auf energie- 
verbrauchende Synthesen. Méglicherweise ist auch bei Hyphomicrobium 
mit der Oxydation des Substratwasserstoffs ein Aufbau von energie- 
reichen Verbindungen verkniipft, der durch DNP verhindert wird. Wie 
y bei anderen Organismen kénnte es sich hier ebenfalls um Bindung von 
_anorganischem Phosphat an organische Trager handeln. 

Bei Hemmung der C-Assimilation durch DNP wird kein Substrat- 
wasserstoff fiir die Reduktion von CO, verbraucht bzw. kein Substrat in 
Zellsubstanz umgesetzt, sondern restlos mit O, oxydiert, d.h. der Ge- 
samtverbrauch an O, fiir die Oxydation einer bekannten Menge Substrat 
entspricht der Theorie. Bei gleichzeitiger Reduktion von CO, oder Assimi- 
lation des Substrats wird dagegen weniger O, verbraucht. Die Versuche 
mit Formiat ergaben, da unter den dabei herrschenden Bedingungen 

0,65 des darin enthaltenen H mit O, oxydiert wird. 

Ks ist unwahrscheinlich, wenn auch nicht unméglich, daf durch Herab- 
setzung der CO,-Konzentration die Formiatoxydation wesentlich be- 
einfluBt wird. Das gleiche gilt fiir die Reduktion von Ameisensaure zu 

zelleigenen Verbindungen. Dagegen wird die C-Assimilation dann ge- 
hemmt werden, wenn sie von CO, ausgeht. Wenn also bei Gegenwart von 
CO, (GefaiBe ohne KOH) ein Teil des abgespaltenen Wasserstoffs zur 
Reduktion von CO, verwendet, bei CO,-Mangel (GefaéBe mit KOH) jedoch 
mit O, oxydiert wird, so ist in GeféBen mit KOH mit einer groBeren 
Geschwindigkeit der O,-Aufnahme zu rechnen. Aus Abb. 6 geht hervor, 

-daB das in den ersten Stunden tatsichlich der Fall ist. Diese Erscheinung 
kann damit erklart werden, daB die CO,-Aufnahme und -Reduktion durch 
die niedrige Konzentration an freiem CO, in der Nahrlésung teilweise 
gehemmt wird, und daf daher der anfallende Wasserstoff mit O, statt 
mit CO, oxydiert wird. Dieser Befund spricht also fiir eine C-Assimilation 
aus CO,. Es sind aber auch andere Deutungen mdglich. Beispielsweise 
kénnte die Oxydation des Formiats durch die Blockierung seiner Assimi- 
lation beschleunigt werden. 

Auch nach Zugabe von 10~* und 10-5 m Monojodessigsaure und 5 - 107° 
und 10-4 m «,«’-Dipyridyl (Abb. 2) war die Geschwindigkeit des O,-Ver- 
brauchs hoher als in der Kontrolle. Da aber der Gesamtverbrauch an 
CO, mit dem der Kontrolle etwa tibereinstimmte, scheint hierbei keine 
Hemmung der Assimilation, sondern eine Beschleunigung der Formiat- 


oxydation vorzuliegen. 


. 
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Bei ungestértem Ablauf der Reaktionen wurde in verschiedenen Ver- 
suchen ungefihr das gleiche Verhaltnis von aufgenommenem QO, zur 
berechneten O,-Menge gefunden und zwar 0,65 (Abb. 1 und Tab. 4). Zu 
diesem Wert ist die gefundene CO,-Differenz nur schwer in Beziehung zu 
bringen. Der daraus errechnete Assimilationsquotient AQ von 1,6 bis 
2,0 gibt sicher nicht die tatsichlichen Verhaltnisse wieder. Er ist auch 
dann noch zu hoch, wenn man die von vAN Nie (1936) angegebenen 
Analysendaten fiir Thiorhodaceae zugrunde legt: 55,7% C; 7.4% H; 
15,1% O. Danach miBte man einen AQ-Wert von 1,3 erhalten. Es ist 
fraglich, ob die Errechnung des AQ aus den MeBergebnissen dieser Ver- 
suche berechtigt ist. 

Die Fehlerméglichkeiten sind bei der CO,-Messung gréfer als bei der 
O,-Messung. So kénnte z. B. auf folgende Weise ein zu hoher Wert fiir 
die-bei der Oxydation der zur Verfiigung gestellten Ameisensaure ge- 
bildete CO,-Menge erhalten werden. Die Suspension wird im Verlauf des 
Versuchs durch die Assimilation von Anionen, HCOO’ oder HCO,’, standig_ 
alkalischer. Der pq-Wert steigt von 7,2—7,4 auf 8,0—8,2. Wenn C 
als CO, durch Carboxylierungen aufgenommen wird, so werden diese von 
der Konzentration des freien CO, in der Naéhrldsung und damit von deren” 
pu-Wert abhangig sein. Die Lage des Gleichgewichts verschiebt sich 
beim Ansteigen des py-Wertes so, das immer weniger CO, aufgenommen 
wird und die Menge der Verbindungen, die CO, aufnehmen kénnen, in 
den Zellen ansteigt. Das bedeutet, daB bei fortgesetzter Weiterverarbei- 
tung von aufgenommenem C durch Reduktion der carboxylierten Ver- 
bindungen doch nicht in gleichem MaBe CO, nachgeliefert wird. Die am 
Ende gefundene Differenz aus dem in die Nahrlésung abgegebenen und 
dem errechneten CO, entspricht dann nicht dem reduzierten C, sondern 
ist niedriger, da nicht so viel CO, von den Zellen aufgenommen wie 
reduziert wurde. In diesem Fall miiBte ein niedrigerer Wert fiir AQ er- 
halten werden, wenn die Zellen in einer starker gepufferten Nahrlésung 
von etwas niedrigerem py- Wert suspendiert wiirden. Sollte dies zutreffen, 
so waren die Messungen der O,-Differenz in den hier vorliegenden Ver- 
suchen geeigneter, die Ausnutzung des Formiats fiir den Aufbau neuer 
Zellsubstanz abzuschitzen. 

Legt man die Werte fiir den O,-Verbrauch zugrunde, so ergibt sich 
ein hoher Anteil der bei der Oxydation der Ameisensiure anfallenden 
Energie, der fiir die Assimilation von © (aus Formiat oder aus CO,) 
ausgenutzt werden kann. Die Oxydation der Ameisensiure und die 
Reduktion des C kénnen durch folgende Bruttogleichungen ausgedriickt 
werden: 2 HCOOH +0, -~2CO, +2H,0 (1) 

CO, + H,O — (CH,O) + O, (2) 
Fiir eine rohe Schatzung soll die Energieausbeute aus den Bildungsnutz- 
arbeiten der Reaktionsteilnehmer berechnet werden. Danach betragt die 
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von Reaktion (1) gelieferte maximale Nutzarbeit 122 kcal, die fiir Reak- 
tion (2) aufzuwendende minimale Nutzarbeit 113 kcal. Das molare Ver- 
haltnis von Reaktion (2) zu Reaktion (1) ist gleich dem Verhaltnis aus 
der gemessenen O,-Differenz (40,) zu dem nach (1) berechneten O,-Ver- 
-brauch, das laut Tab. 4 etwa 0,35 betragt. Daraus ergibt sich der 
Rohnutzeffekt zu 

0,35 - 113 

122 

Bei dieser Berechnung wird angenommen, da C bei der Assimila- 
tion auf die Reduktionsstufe von Glucose gebracht wird, was tatsichlich 
wohl nicht der Fall ist. Nimmt man an, da reduziertere Verbindungen 
entstehen, so andert sich der Rohnutzeffekt etwas, jedoch nicht erheblich. 
Dieser Wert stimmt mit der ahnlich hohen Ausbeute der Energie bei der 
bakteriellen Oxydation von molekularem Wasserstoff iiberein. Ener- 
getisch gesehen verhalt sich somit die Formiatoxydation wie die H,- 
Oxydation. Die auf diese Weise errechnete Energieausbeute steht aber im 
Widerspruch zu den Befunden von Korts u. ENGEL (1955) an Hypho- 
microbium, nach denen etwa 85—95°%, der gesamten Energie, die bei der 
Oxydation von Ameisensaure anfallt, als Warme verloren geht und nur 
5—15°% fiir Aufbaureaktionen verwendet wird. Da aber die Fehler der 
dabei angewendeten Methodik und die Streuung der MeBergebnisse als 
besonders hoch angegeben werden, besteht die Moglichkeit, daf{ man mit 
geeigneterer Technik héhere Werte der Energieausbeute erhielte. 

Die Ergebnisse der Versuche tiber den Einbau von Kohlenstoff in 
Aminosauren deuten darauf hin, daB CO, durch Carboxylierungen auf- 
genommen wird. Der friihzeitige Einbau von C! in Asparaginsdéure und 
Glutaminsaure laBt eine Carboxylierung von Brenztraubensaéure und 
Bernsteinsiure vermuten. Die Umsetzung von Bernsteinséure und CO, 
zu «-Ketoglutarsiure wire mit gleichzeitiger Reduktion verbunden. Die 
gebildeten Verbindungen Oxalessigsdure und «-Ketoglutarsdiure kénnten 
dann leicht durch Transaminierungen in Asparaginsdure und Glutamin- 
sdure tibergefiihrt werden. 

Die Untersuchungen von ABELSON et al. (1952) an Escherichia coli und 
von Davis et al. (1956) an Saccharomyces cerevisiae zeigen, dal auch bei 
diesen typisch heterotrophen Organismen Asparaginsaure und Glutamin- 
sdiure den Kohlenstoff aus CO, vor den anderen Aminosiiuren erhalten. Der 
gréBte Teil dieses Kohlenstoffes wird bei #.coli in Proteine, und zwar in 
Carboxylgruppen, eingebaut (ABELSON et al. 1952). 

Nach Befunden von WANG et al. (1954) steht Glycin bei Saccharomyces 
cerevisiae in enger Beziehung zu Verbindungen des Krebs-Cyclus, be- 
sonders zu Oxalessigsiure und «-Ketoglutarsiéure, wahrend keine direkte 
Beziehung zwischen Brenztraubenséiure und Glycin besteht. Sollte dies 
auch bei Hyphomicrobium zutreffen, so sprache die frithzeitige Besetzung 


= 0,32 = 32%. 
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von Glycin mit markiertem C ebenfalls dafiir, da CO, hauptsachlich 
durch Carboxylierungen in den Stoffwechsel gelangt. AuBerdem wird der 
erst spiter erfolgende Einbau von C" in Alanin verstaéndlich. 

Auch Serin ist schon nach 5 min verhaltnismaBig stark markiert. Das 
ist jedoch nicht tiberraschend, wenn man bedenkt, daB aus Glycin und 
Ameisensiiure Serin gebildet werden kann, und daB Glycin den markierten 
Kohlenstoff nach dieser Zeit in noch gréBerer Menge enthalt. 

Ob die C-Assimilation ausschlieBlich chemoautotroph oder, wie bei 
heterotrophen Organismen, nur teilweise aus CO, erfolgt, kann auch mit 
den Befunden dieser Arbeit nicht entschieden werden. Die Abhangigkeit 
des Wachstums und des O,-Verbrauchs vom CO,-Druck iiber der Zell- 
suspension ist jedoch ein weiterer Hinweis fiir diese Art des Kohlenstoff- 
einbaues. 

Zusammenfassung 

Die Oxydation von Ameisensiure durch Hyphomicrobium vulgare wurde 
durch 10-4 m KCN, 5-10-8m o-Phenanthrolin oder 107° m «, «’-Dipyridyl 
zu etwa 90% gehemmt. 10->M p-Chlormercuribenzoat oder 107~?m 
NH,OH hemmten nach einigen Stunden fast vollstandig, 10~-? M Mono- 
jodacetat nur zu 15%, aber auf 70°% zunehmend. Die Hemmung durch 
10-4 m NH,OH ging nach etwa 15 Std wieder zuriick. 

Daraus wird auf die Beteiligung von Schwermetallen und SH-Gruppen 
an der enzymatischen Formiatoxydation geschlossen. 

Mit 3- 107° bis 5-10-%m 2,4-Dinitrophenol konnte der Zuwachs an 
oxydierendem Zellmaterial véllig unterbunden werden. Die Oxydation 
der Ameisensiure wurde dabei nur wenig beeinfluBt. Wie bei anderen 
Organismen greift DNP wahrscheinlich auch hier bei der Verkniipfung 
der energieliefernden mit den energieverbrauchenden Prozessen des Stoff- 
wechsels an. 

Mit 5-10-°>m KCN, 10-4m o-Phenanthrolin und 5 - 10-4 m «,«’-Di- 
pyridyl konnte ebenfalls eine vollsténdige Hemmung des Wachstums bei 
fehlender oder nur teilweiser Hemmung der Oxydation erzielt werden. 

Bei einem CO,-Druck nahe 0 tiber einer Zellsuspension von Hypho- 
microbium (KOH im Reaktionsraum) war die Geschwindigkeit des Wachs- 
tums geringer, die der O,-Aufnahme gréfer als in den Kontrollen mit 
3°10~4 Atm. CO,. Deshalb wird angenommen, daB der assimilierte Kohlen- 
stoff zum gréBten Teil oder ausschlieBlich aus CO, stammt. 

O, als H-Acceptor bei der Formiatoxydation konnte durch Methylen- 
blau ersetzt werden. Die Methylenblau-Reduktion wurde schon durch 
10-4 m KCN vollstiindig gehemmt. 

Nach Erschépfung des Substrats nahm die Aktivitit des oxydierenden 
Systems ab. 

Die von wachsenden Zellen aus Ameisensiure freigemachte CO,-Menge 
betrug nur etwa 0,89 und die dabei verbrauchte O,.-Menge nur 0,65 des 
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fur vollstandige Oxydation zu CO, und H,O berechneten Umsatzes. Der 
aus den Differenzen zu errechnende Assimilationsquotient von 1,6 bis 
2,0 erscheint zu hoch und deutet auf einen methodischen Fehler hin. Bei 
Zusatz von 5: 10-3 oder 6: 10-3 m 2,4-Dinitrophenol wurde die errechnete 
O,-Menge umgesetzt, d. h. die Assimilation von Kohlenstoff wurde voll- 
standig gehemmt. 

Kohlenstoff aus CO, wird in Glutaminsiure, Asparaginsiiure und Glycin 
schneller eingebaut als in die anderen Aminosauren. CO, scheint also zum 
groBen Teil durch Carboxylierungen aufgenommen zu werden. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. ENcEx, verdanke ich Férderung 
dieser Arbeit durch sein stetes Interesse und seine Hilfe durch wertvolle Anregungen 
und Ratschlage. Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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Untersuchungen tiber die granulairen Einschlitisse 
und das Reduktions-Oxydations-Vermogen 
der Cyanophyceen* 
IV. Mitteilung der Reihe: 
Zellmorphologische und zellphysiologische Studien an Cyanophyceen 


Von 
ILSE TISCHER 


(Eingegangen am 6. April 1957) 


Die Cyanophyceen sind in den letzten Jahren wieder 6fters in cyto- 
logischer Hinsicht untersucht worden. Die Frage nach den Kernaqui- 
valenten und nach der Natur der Granula ist aber noch weitgehend un- 
geklart. Eine Zusammenfassung der alteren Literatur findet sich bei 
Drawer (1949). 

DraweEnrt (1949) bestétigte das bereits friiher von verschiedener Seite 
festgestellte Vorhandensein einer feulgenpositiven Substanz im zentralen 
Bereich des Plasmas der Cyanophyceenzelle. Die Frage, ob die nach Far- 
bung mit basischen Farbstoffen neben dieser zentralen Substanz beson- 
ders auffallig in Erscheinung tretenden sogenannten metachromatischen 
K6rperchen oder Volutinkérnchen praformierte Gebilde der Zelle oder 
nur, wie CHOLNOKY (1937) annimmt, durch den Farbstoff herbeigefiihrte 
Entmischungsprodukte des Plasmas sind, laBt DRaweErRtT noch offen. Auf 
Grund elektronenmikroskopischer und eytochemischer Untersuchungen 
gelangt BrRINGMANN (1950, 1952) zu der Auffassung, daf in der Cyano- 
phyceenzelle nur vollig gleichartig beschaffene Granula vorkommen. Sie 
sollen Ribonucleinsiiure, Desoxyribonucleinsiure und Phosphat besitzen. 
BRINGMANN bezeichnet sie als Kerniquivalente oder Karyoide. Auch 
Herest (1953, 1954) betrachtet die metachromatischen Kérperchen als 
Kernaquivalente. v. ZAStROW (1953) weist jedoch wieder das Vorhanden- 
sein feulgenpositiver Strukturen in der Zentralsubstanz nach (vgl. auch 
Drawert u. MeTzner 1956). Die metachromatischen Kérperchen werden 
von ihr als denaturierte Zentralsubstanz aufgefaBt. v. ZASTROW vermutet, 
daB unterschiedliche experimentelle Befunde auf die Untersuchung von 
Objekten verschiedenen Alters und die Verwendung ungleicher Fixierungs- 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Freien 
Universitat Berlin, 1957. 
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methoden zuriickzufiihren sind. Krrme (1954) sowie Cassen u. Hurour- 

SON (1954) vertreten wieder die alte Auffassung, wonach die metachroma- 
‘tischen K6rperchen nichts mit einer im zentralen Bereich des Plasmas 

gelegenen Substanz, welche Kernfunktion hat, gemein haben. 

In Anbetracht dieser unterschiedlichen Auffassungen ergab sich die 
Notwendigkeit, die Einschliisse im Plasma der Cyanophyceen erneut zu 
untersuchen. 

Nach Briyemann (1952) farben sich die von ihm als Karyoide be- 
zeichneten Gebilde mit Janusgriin. Diese Farbung gelingt nur bei Luft- 
zutritt; es war deshalb von Interesse, auch das Verhalten der Cyano- 
phyceen gegeniiber Redox-Indicatoren zu untersuchen. Nach Prit (1945) 

_treten bei Behandlung lebender Cyanophyceen mit Polyphenolen, Phe- 
nylendiamin und Aminophenol dunkle Granulationen in den Zellen auf. 
Drews (1955) sowie Drews u. Nrktowirz (1956) unterscheiden in den 
Zellen von Phormidium uncinatum 5 verschiedene Arten von granularen 
Einschliissen. Im peripheren Bereich des Plasmas gelegene, im Elek- 
tronenmikroskop strukturiert erscheinende Granula farben sich nach 
ihren Angaben mit Redox-Indicatoren. Sie werden deshalb als Ferment- 
zentren betrachtet. 


I. Versuchsmaterial und Methodik 


Als Untersuchungsobjekte dienten Vertreter der Gattungen Anabaena, Nostoc, 
Cylindrospermum, Scytonema, Tolypothrix, Oscillatoria und Lyngbya. Die Cyano- 
phyceen wurden in Petri-Schalen auf 1% igem mit Knopscher Nahrlésung oder 
Erddekokt bereitetem Agar (siehe GrrrieR 1932) oder in Knopscher Nahrlésung 
kultiviert. Fiir verschiedene Versuche wurden sie direkt ihrem natiirlichen Medium 
aus dem Gewachshaus entnommen. Zur Fixierung dienten: absoluter und 96% iger 
Athylalkohol, 1% ige OsO,-Lésung sowie Formol (1:10 mit aqua dest. verdiinnt). 
An Farbstoffen wurden verwendet: Methylenblau (Gritbler, Leipzig; Merck), 
Toluidinblau (Bayer), beide 1: 10000 in Leitungswasser; Methylgriin (Merck)+ 
0,5% ig in aqua dest. oder in 0,5°%iger Essigsiure; Pyronin stand. (Bayer) 0,5% ig 
in aqua dest.; Parafuchsin (E. Leitz, Bln.) zur Bereitung des Schiffschen Reagenses; 
Kisenhamatoxylinlésung nach Heidenhain (Merck); Giemsa-Orig.-Stammldésung 
(Hollborn, Lpzg.) 1: 30 in aqua dest.; Thionin (Merck); Sudan ITT, gesattigte Lé- 
sung in Athylalkohol. Von Fermenten kamen zur Verwendung: Diastase (Merck) in 
Phosphatpuffer mit py 6,8; Trypsin (Merck) in Phosphatpuffer mit px 8,6. Als 
Redox-Indicatoren dienten: Thionin (Merck) 1: 5000, Brillant-Kresylblau (Merck) * 
1: 5000, Methylenblau (Merck) 1: 10000 in Leitungswasser oder Phosphatpuffer- 
lésung mit px 6,8; Nilblausulfat A (Griibler, Stuttg.) und Janusgriin B (I. G. Far- 
ben, Leverk.) 1: 10000 in Leitungswasser; Amethystviolett (Bayer) und Methylen- 
violett (Hollborn, Lpzg.) 1: 5000 in Leitungswasser oder Phosphatpufferlosung mit 
pu 6,8; Neutralrot (Merck) 1: 5000 in Phosphatpufferlésung mit px 6,6—6,8; 
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Merck), wenn nicht anders angegeben, 


1 Methylviolett wurde durch Ausschiitteln mit Chloroform aus der Losung ent- 
fernt. 

2 Dieses Brillant-Kresylblau ist nach Untersuchungen von Drawert u. MerzNer 
(1955) am besten als Redoxindicator geeignet, weil es im Gegensatz zu anderen 
Praparaten nahezu frei von Nilrot ist. 
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0,1% ig in Leitungswasser; zur Durchfiihrung der Nadireaktion dienten «-Naphthol 
(Merck) und Dimethyl-p-phenylendiamin (Merck); p-Phenylendiamin (Kahlbaum) 
0,5% ig in Leitungswasser. 

Die Fixierungszeit betrug meist 30 min. Die Ausfiihrung der Feulgenreaktion 
geschah im wesentlichen nach den allgemeinen Vorschriften (JANKE 1946): Nach 
der Fixierung in absolutem Alkohol (dieser hatte sich giinstiger als 969, iger er- 
wiesen) wurden die Blaualgen und die als Kontrolle dienenden Epidermishautchen 
von Alliwm cepa 10 min in n-HCl bei 60°C hydrolysiert und nach kurzem Waschen 
in die mit Aktivkohle véllig entfarbte (Lizt1m 1951) fuchsinschweflige Saure ge- 
bracht. Gleichzeitig liefen stets Kontrollen von nichthydrolysiertem Material mit. 
Nach 3stiindiger Farbezeit in dem Schiffschen Reagens wurde 3mal je 1/, Std in 
SO,-haltigem Wasser und 1/, Std in aqua dest. gespiilt. Weitere in der vorliegenden 
Arbeit angewandte Farbeverfahren sind die HCl-Giemsamethode (PIEKARSKI 1937 
und Rosrnow 1942), die Farbung mit Methylenblau u. Toluidinblau (1 Std auf dem 
Objekttrager) nach vorangegangener Hydrolyse (10 min) in n-HCl bei 60°C, mit 
Thionin + Thionylchlorid (De LamaTrER u. Hunter 1951), mit Methylgriin 
(v. Prorno 1940, PottisteR u. LeucHTENBERGER 1949, Kurnick 1950) und an- 
schlieBende Spiilung in n-Butylalkohol (Kurnick 1955) sowie die Farbung mit 
Pyronin bzw. Methylgriinpyronin (BRacHET 1940). Die mikroskopische Beobach- 
tung erfolgte in Leitungswasser. Die Phosphatnachweise nach Macatium (siehe 
Wet) und die Methode von Sprra und Lopez (Guick 1949) wurden nach 
Vorschrift ausgefiihrt. Zur Fallung des Phosphats als Silberphosphat (BRInNGMANN 
1952) benutzte ich eine AgNO,-Lésung. Bei der Ausfiihrung der Nadireaktion hielt 
ich mich an die Angaben von PERNER (1952), jedoch wurde «-Naphthol erst in 
wenig 96% igem Athylalkohol gelést und dann mit dest. Wasser aufgefiillt. Die 
Nadi- und die TTC-Reaktion wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Da das in die Zellen 
eingedrungene TTC durch die Einwirkung des Lichtes unter dem Mikroskop relativ 
schnell reduziert wird, beziehen sich die angefiihrten Ergebnisse auf das Farbungs- 
bild sofort nach der mikroskopischen Einstellung des Praparates. — Weitere 
methodische Angaben werden — soweit notwendig — noch bei den einzelnen Ver- 
suchen erwahnt. 


If. Versuchsergebnisse 
1. Die metachromatischen Kérperchen (met. K.) 


In den fixierten Faden aller fiir die Untersuchungen herangezogener 
Cyanophyceenarten traten nach Fiarbung mit Methylenblau, Toluidin- 
blau und Neutralrot ein oder mehrere intensiv gefairbte Granula ver- 
schiedener Gr6e in den Zellen in Erscheinung. Aus ihrer Farbbarkeit 
mit Methylenblau +- H,SO, nach Mryer und ihrer Metachromasie mit 
Toluidinblau war zu éersehen, daB es sich dabei um die in der Literatur 
als ,,.Metachromatin‘- oder ,,Volutinkérperchen bezeichneten Gebilde 
handelte. Daneben waren in jiingeren Zellen auch weniger stark gefirbte 
Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas zu erkennen. In dlteren 
Zellen schienen die met. K. die einzigen basophilen Einschliisse im Plasma 
zu sein. Sie waren auch in ungefiirbten Zellen oft gut als lichtbrechende 
Granula zu erkennen, und ihre Anfiirbung konnte im Mikroskop verfolgt 
werden. Im Phasenkontrast erschienen sie heller als das sie umgebende 
Plasma. Es muB sich also um priformierte Gebilde der Zelle handeln 
(vgl. auch Hers 1953, 1954). 
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a) Die stoffliche Natur der metachromatischen Korperchen 
a) Versuche zum Nachweis von Desoxyribonucleinsaure (DNS) 


Nach Durchfithrung der Feulgenschen Nuclealreaktion blieben an Stelle 
der met. K. auch nach Variierung der Hydrolysezeit und Anwendung 
verschiedener Fixierungsmittel nur helle substanzfrei erscheinende 

-Flecken iibrig. Nur nach Fortlassung der Hydrolyse und Anwendung 
eines nicht wasserklaren, sondern gelblichen Schiffschen Reagenses wiesen 
einige der met. K. eine hellrote Farbung auf. Teilweise bewirkte aber 
auch hier bereits die schweflige Saéure des Schiffschen Reagenses eine 
Auflosung der met. K. 

Die Unbestandigkeit der met. K. in verdiinnten Sduren ist bekannt, 
deshalb wurde vielfach die Methyleriinfairbung zum Nachweis von DNS 
bei Cyanophyceen angewandt (Brinemann 1950, v. ZastRow 1953, 
HeErsst 1953, 1954, Biswas 1953). 

Um das Verhalten echter Kerne bei der Methylgriinfarbung mit dem 
der met. K. vergleichen zu kénnen, farbte ich auch Epidermishautchen 
von Alliwm cepa. Die Kerne der Zwiebelzellen farbten sich stark, das 
Plasma nur leicht blaugriin. Nach Waschen mit Butanol (KuRNIcK 1955) 
war das Plasma nahezu farblos, die Kerne behielten ihre Farbung. Anders 
verhielten sich die Cyanophyceen. Die met. K. und das Plasma nahmen 
den Farbstoff auf; aber nach Differenzierung mit Butanol entfarbten sich 
die Zellen vollstandig. Auf Grund dieses unterschiedlichen Verhaltens 
erschien es nicht ratsam, die Methylgriinfarbung zum Nachweis von 
DNS bei Cyanophyceen anzuwenden. 

Eine weitere Méglichkeit, die Auflosung der met. K. durch Sauren zu 
verhindern, bestand darin, der Hydrolyse eine Behandlung mit Lanthan- 
salz voranzustellen. — Nach dieser Methode war BRINGMANN (1950) die 
Feulgenreaktion bei Lyngbyen gut gelungen. — Bei Anwendung dieses 
Verfahrens blieben die met. K. nach der Hydrolyse zwar erhalten; aber 
trotz Verlangerung der Hydrolysezeit und mehrstiindigen Aufenthaltes 
der Faden in dem Schiffschen Reagens erwiesen sich die met. K. als 
feulgennegativ. 

Es kann somit wohl als bewiesen gelten, da die met. K. keine DNS 
enthalten und als Kernaiquivalente nicht in Frage kommen. 


B) Versuche zum Nachweis von Ribonucleinsaure (RNS) 

Zum Nachweis von RNS konnte nur die Pyroninfaérbung (BRAcHET 
1940) angewandt werden. Kurnrcxk (1952) weist darauf hin, da nur mit 
Pyronin Y einwandfreie Ergebnisse erzielt werden kénnen. Da mir dieser 
Farbstoff nicht zur Verfiigung stand, priifte ich einige andere Pyronine 
auf ihre Verwendbarkeit. Mit Pyronin stand. Bayer farbten sich die 
Nucleoli von Zwiebelepidermiszellen intensiv rot an, wahrend das Plasma 


nur einen rosa Schimmer aufwies. Bei Cyanophyceen firbte sich aber die 
28* 
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ganze Zelle sehr stark. Es war deshalb nicht méglich, eine Aussage tiber 
Vorkommen von RNS zu treffen. 

Die Anwendung einer nach Vorschrift (siehe BRacnEer 1942) herge- 
stellten Rinderpankreas-Bouillon, die Ribonuclease enthalten soll, hob 
die Basophilie der met. K. auf. Die Spezifitat dieses Reagenses erschien 
aber fraglich. Deshalb muB die Frage, ob in den met. K. RNS enthalten 
ist, unbeantwortet bleiben. 


y) Nachweis von Phosphat 

Die Macattum-Reaktion und die Methode von SERRA und LopEz zum 
Nachweis von organischem Phosphat ergaben keine Farbung der met. K. 
Die stark sauren Reagentien, die bei diesen Nachweisreaktionen ange- 
wendet werden, hatten die met. K. zerstért. Es waren nur helle Flecken 
an Stelle der met. K. im Plasma der Zellen zu erkennen. Im Umkreis 
dieser hellen Flecken war das Plasma aber recht intensiv blau gefarbt 
(Molybdanblau). Das iibrige Plasma wies eine schwache Blaufarbung auf. 
Zellen, die keine met. K. besessen hatten, farbten sich homogen schwach 
blaulich an. Die starke Blaufarbung um die hellen Flecken herum konnte 
demnach nur durch Phosphat, das von den met. K. in das Plasma diffun- 
diert war, verursacht worden sein. Bei Behandlung fixierter Cyanophyceen 
mit AgNO, trat sofort nach dem Eindringen der Silbernitratlésung in die 
Zellen eine Fallung in den met. K. ein, die im Mikroskop verfolgt werden 
konnte. Schon BRINGMANN (1952) hat in den met. K. Phosphat als Silber- 
phosphat nachgewiesen. Diese Beobachtungen sprechen wohl fiir die An- 
wesenheit von Phosphat in den met. K. 


6) Versuche zum Nachweis von Lipoiden, Kohlenhydraten 

und Eiweiben 

Mit OsO,-Dampfen konnte keine Schwarzung der met. K. festgestellt 
werden. Desgleichen farbten sie sich nicht mit Sudan IIT oder Indophenol- 
blau (Drerricn 1908). 

Bei Behandlung lebender sowie fixierter Cyanophyceen mit Jod-Jod- 
kalium blieben die met. K. farblos. Diastase hob ihre Farbbarkeit mit 
basischen Farbstoffen nicht auf und bewirkte keine Veranderung des 
Phasenkontrastbildes der Kérperchen. 

Pepsin war zum Nachweis von Eiweifen unbrauchbar, da dieses Fer- 
ment nur im stark sauren pq-Bereich wirksam ist. Eine Aufhebung des 
hellen Phasenkontrastbildes der met. K. nach Behandlung mit Trypsin, 
wie es BRINGMANN (1950) angibt, konnte ich nicht beobachten. Die Nin- 
hydrin- und die Biuretreaktion gaben negative Resultate. Nach beiden 
Reaktionen waren an Stelle der met. K. wieder nur substanzfrei erschei- 
nende helle Flecken iibrig. 

In den met. K. lassen sich also mit den benutzten Reagentien keine 
Lipoide, kein Glykogen und keine Eiweife nachweisen. 
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b) Abhingigkeit des Vorkommens von metachromatischen Korperchen 
vom Lebenszustand und der Ernihrung der Zellen 


Wahrend die Faden junger, aber nur langsam wachsender Kulturen 
von Anabaena variabilis und Cylindrospermum licheniforme viele grope 
met. K. je Zelle besaBen, waren in den Zellen junger, lebhaft wachsender 
Kulturen mehrere kleine met. K. vorhanden. Sehr groBe met. K. traten 
vor allem in den Zellen von Kulturen auf, die trotz ausreichend vorhan- 
dener Nahrstoffe kein Wachstum zeigten. In alteren Zellen von Kulturen, 
die offensichtlich unter Nahrstoffmangel litten, waren keine met. K. vor- 
handen. 

Verschiedene Kulturversuche ergaben, da8 das Vorkommen der met. K. 
vor allem vom Phosphatgehalt des Nahrmediums abhangig ist und daf 
es sich nicht um lebensnotwendige Zellorganelle handeln kann. 

Anabaena variabilis wurde auf Nahragar, dem kein Phosphat zugesetzt worden 
war, gebracht. Am 15. Tage nach dem Beimpfen der Platten besaSen nur noch 
wenige Faden met. K., wahrend die untersuchten Faden der Mutterplatte (Knop- 
Agar) und die einer gleichaltrigen Kontrollplatte alle mehrere groBe met. K. ent- 
hielten. Am 25. Tage nach der Beimpfung waren alle untersuchten Faden der Plat- 
ten ohne Phosphatzusatz frei von met. K. In den Zellen waren aber sehr viele 
Cyanophycinkérnchen vorhanden. Die Anabaena-Mangelkulturen verkiimmerten 
von da an sehr rasch. 

Oscillatorien, in fliissigem Medium ohne Phosphat gezogen, hatten am 30. Tage 
nach der Beimpfung der Schalen ebenfalls keine met. K. mehr, wahrend im Kontroll- 
versuch mit Phosphat viele met. K. vorkamen. Auch nach 4 Monaten waren die bei 
Phosphatmangel kultivierten Oscillatorien ohne met. K. noch am Leben. Sie schie- 
nen anspruchsloser zu sein als Anabaena. 


c) Die Firbung der metachromatischen Kérperchen 
mit basischen Farbstoffen 


Besonders auffallig war die Erscheinung, daB die gréBeren met. K. im 
gefarbten Zustand im optischen Schnitt stets die Form von Ringkérpern 
zeigten. Auch GuITLER 1926, PoLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY 1929 u. a. 
(s. DRAwERT 1949) haben diese Beobachtung gemacht. Sie schreiben den 
met. K. deshalb eine Zweischichtigkeit zu. Ungefirbte groBe met. K. 
lieBen nach ihrem Aussehen im Phasenkontrast nie auf eine Zweischichtig- 
keit schlieBen. Sie erschienen einheitlich heller als das sie umgebende 
Plasma. Eine GréBenzunahme der met. K. bei der Farbung ist des 6fteren 
beschrieben worden (s. DrawERT 1949). Diese Beobachtungen konnten 
durch Messungen mit einem Schraubenocularmikrometer an met. K. von 
Anabaena variabilis bestatigt werden (Tab. 1). 

Da nach Ansicht GuiniiERMoNDS (1925—1933) die met. K. Vacuolen 
sein sollen, deren Inhalt, das ,,Metachromatin‘, durch basische Farbstoffe 
ausgefallt wird, konnte man das Auftreten gefirbter met. K. als Ringe 
und ihre GréRenzunahme so erklaren, daB der Ring die ausgefallte Ver- 
bindung und der ,,Kern“ die iibrigbleibende Fliissigkeit darstellen. 
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Gegen diese Vorstellung sprechen aber folgende Beobachtungen: Bei 
der Farbung lebender Cyanophyceenzellen mit Methylenblau war im 
Mikroskop deutlich zu erkennen, wie ein groBer Teil des zuerst nur im 
Plasma vorhandenen Farbstoffes nach einigen Sekunden, wie durch einen 
Magnet angezogen, an die met. K. wanderte. Der Farbstoff drang in die 
met. K. nicht ein, sondern lagerte sich als eine Hille um diese herum. 
Im optischen Schnitt erschien diese Hiille als Ring. Die so gefarbten 
met. K. gaben wie zuvor ein helles Phasenkontrastbild. Ein dunkler Ring 


Tabelle 1. Durchmesser der metachromatischen Kérperchen von Anabaena variabilis 
im ungefdrbten und gefdrbten Zustand. 
(Farbung mit Methylenblau und Differenzierung mit 19% H,SO,; MaBangabe in 
Teilstrichen des Mikrometers. Die angegebenen Zahlen stellen Mittelwerte aus 
mehreren Messungen dar) 


Ungefirbt Ungefarbt Gefirbt ohne H,SO, Gefirbt + H,SO, 
Hellfeld Phako Hellfeld Hellfeld 
32,9 33,0 39,8 50,1 
29,0 28,2 35,2 37,2 
23,0 23,0 28,7 32,9 
22,9 | 22,5 | 30,0 33,6 


umgab den hellen ,,Kkern‘‘. Wurde das Praparat dann durch Vaseline- 
umrandung des Deckglaschens luftdicht abgeschlossen und der Farbstoff 
durch die lebende Zelle reduziert, waren nach etwa 20 min die Farbstoff- 
ringe verschwunden. Die met. K. lagen wie vor der Fiirbung unbeschadigt 
und unverandert in der Zelle. 

Um eine Fallungsreaktion in den met. K. kann es sich demnach nicht 
handeln, denn der Farbstoff war, wie erwahnt, in die Kérperchen iiber- 
haupt nicht eingedrungen. Dieses ergab sich auch aus der Beobachtung, 
da das Phasenkontrastbild des ,,Kernes“ gefiirbter met. K. die gleiche 
Helligkeit aufwies wie das eines ungefiairbten K6érperchens. Eine Auf- 
hellung des Phasenkontrastbildes trat erst nach Zugabe von H,SO, ein. 

Daf} die met. K. selbst nach Zugabe von H,SO, ihre Farbung noch 
behalten und sich nach Zufiigung von KOH entfarben, beruht, wie Dra- 
wert (1949) festgestellt hat, darauf, dai sie einen sehr niedrigen IEP 
haben. Die met. K. sind stets negativ geladen, so daB es naheliegend ist 
anzunehmen, daf basische Farbstoffe an der Oberfliche der met. K. elek- 
troadsorptiv festgehalten werden. 

Alle untersuchten basischen Farbstoffe wurden, selbst wenn sie nur 
in Spuren vorhanden waren, sowohl in lebenden wie in fixierten Zellen 
immer von den met. K. angelagert. Die kleinen met. K. erschienen im 
Hellfeld oft einheitlich durchgefiirbt. Doch auch sie gaben ein helles 
Phasenkontrastbild, woraus zu ersehen ist, da8 sich auch hier der Farb- 
stoff nur an der Oberflaiche der Kérperchen zu befinden scheint. 
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2. Die desoxyribonucleinsdurehaltigen Strukturen 
der Cyanophyceenzelle 

Wahrend sich die met. K. nicht nach Feulgen farben lieBen, traten 
bei dieser Reaktion Strukturen in den Cyanophyceenzellen zutage, wie 
sie in letzter Zeit DRaweErt (1949), DRawzERT u. METZNER (1956), v. Za- 
sTROWw (1953), CassEL u. Hurournson (1954) und Drews u. Niktowr1rz 
(1956) beschrieben haben. Die Feulgensche Nuclealreaktion gelang nur, 
wenn das Schiffsche Reagens vollig farblos war. 

Fir die Gesamtheit der feulgenpositiven Strukturen der Blaualgenzelle 
soll hier die alte Bezeichnung ,,Chromidialapparat‘ verwendet wer- 
den. Es kann kein Zweifel mehr bestehen, daB dieser die Aufgaben des 
Kernes erfiillt. Die met. K. sind davon streng zu trennen. Der Chromidial- 
apparat liegt im zentralen Bereich des Plasmas. Er kann bei den einzelnen 
Arten und auch bei ein und derselben Art je nach Alter der Zellen recht 
unterschiedlich gestaltet sein. Bei Anabaena variabilis aus alten Kulturen 
lag er in der Mitte der Zelle als ein ovales, einem normalen Kern recht 
ahnliches Gebilde, wahrend die Heterocysten ein quer durch die Zelle 
verlaufendes feulgenpositives granuliertes Band aufwiesen. In jungen 
Faden derselben Art bestand der Chromidialapparat dagegen aus einem 
aufgelockerten, aus Faden und Knoten sich zusammensetzenden Geriist- 
werk. Die Heterocysten boten das gleiche Bild wie in den alten Kulturen. 
Wie Anabaena variabilis verhielten sich die anderen untersuchten 
Anabaena-, sowie Nostoc- und Cylindrospermum-Arten. Scytonema-, 
Tolypothrix- und Calothrix-Arten zeigten immer mehr das Geritistwerk 
der jungen Anabaena-Zellen, allerdings noch aufgelockerter. Bei den 
Oscillatoria-Arten war der Chromidialapparat stark k6rnig und auf- 
gelockert, quer iiber die Zellmitte verteilt oder mehr in der Langsachse 
der Zelle angeordnet. Manche Oscillatoria-Arten zeigten auch mehr das 
fiir Lyngbya aerugineo-coerulea und L. amplivaginata typische Bild. Hier 
waren meist nur zwei, stets in der Mitte der Zelle gelegene Granula zu 
erkennen, die auch die Form eines achsialen Stabes annehmen konnten. 
Die met. K. lagen bei diesen Formen im Gegensatz zu den zentralen 
»Nuclealgranula‘‘ immer an den Polen der Zelle. Nach der Feulgen- 
Reaktion waren an Stelle der met. K. nur helle Flecken zu erkennen. — 
Auf Abbildungen kann verzichtet werden, da die eigenen Befunde mit 
den von CasseL u. Huronrnson (1954) gebrachten Bildern tiberein- 
stimmen. Die Kontrollversuche ohne Hydrolyse ergaben keine Farbung 
des Chromidialapparates. 

Eine Farbung des Chromidialapparates wurde ferner erzielt mit Haima- 
toxylin nach Heidenhain, Methylenblau, Toluidinblau, Giemsafarblosung 
sowie Thionin + Thionylchlorid nach vorangegangener Hydrolyse 
(10 min) in n HCl bei 60°C. Die Formen des Chromidialapparates waren 
bei diesen Farbungen jeweils die gleichen wie bei der Feulgenreaktion, 
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Besonders intensiv und deutlich farbte sich der Chromidialapparat in 
unfixierten Zellen mit Nilblau und Janusgriin. In fixierten Zellen gelangen 
diese Farbungen nicht. 

Eine Zellteilung im Phasenkontrast zu verfolgen, gelang mir nicht. 
Aus den Firbungsbildern konnte nur entnommen werden, daf der 
Chromidialapparat bei der Zellteilung halbiert wird. Wenn er als mehr 
oder weniger kérniges, lockeres Geriistwerk in der Zelle vorlag, konnte 
auch hier die Beobachtung gemacht werden, daf er vor der endgiiltigen 
Ausbildung der Tochterzellen die Form einer Spindel annimmt. In den 
Fallen, wo der Chromidialapparat eine kompakte zusammenhangende 
Form besaB (z. B. alte Anabaena-Faden), waren keine Teilungszustande 
der Zellen zu erkennen. Die lockere Verteilung der DNS wies auf eine 
stete Teilungsbereitschaft der Zellen hin. Bei den untersuchten Lyngbya- 
Arten wird die neue Wand vermutlich zwischen den beiden ,,Nucleal- 
granula‘ eingezogen. 


3. Die Cyanophycinkérnchen 

Als ein weiterer granularer Bestandteil der Cyanophyceenzelle sind die 
Cyanophycinkérnchen zu nennen. Diese K6rnchen, die als stark licht- 
brechende Gebilde von unregelmaBiger Form in den Cyanophyceenzellen 
oft vorkommen und kaum mit anderen Zelleinschliissen verwechselt wer- 
den kénnen, farbten sich mit keinem der fiir die vorgenannten Unter- 
suchungen verwendeten Farbstoffe. In besonders grofer Zahl kamen sie 
bei Anabaena variabilis in den Zellen vor, die keine met. K. enthielten. 
Die Faden degenerierter Kulturen besafien meist auch viele Cyanophycin- 
kérnchen. Junge Zellen frischer Kulturen enthielten im allgemeinen, 
wenn gutes Wachstum stattfand, keine oder nur sehr wenig Cyanophycin- 
k6érnchen. 


4. Diskussion der Ergebnisse 

Es konnte erneut bestiitigt werden, dai die Cyanophyceenzelle nor- 
malerweise eine im zentralen Bereich des Plasmas gelegene Substanz, 
welcher infolge ihres DNS-Gehaltes Kernfunktion zukommt und meta- 
chromatische Kérperchen, die keine DNS enthalten, besitzt. Die als 
Chromidialapparat bezeichnete zentrale Substanz ist immer vorhanden, 
die metachromatischen Kérperchen kénnen fehlen. 

Der Chromidialapparat kann, wie in letzter Zeit auch v. ZASTROW (1953) 
festgestellt hat, je nach Alter und Art der Cyanophyceen verschiedene 
Formen haben. In alteren mit basischen Farbstoffen gefarbten Zellen ist 
er oft schwer zu erkennen, weil er durch die met. K., die dort meist be- 
sonders groB sind, verdeckt wird. Im einzelnen besteht der Chromidial- 
apparat der untersuchten Arten aus 2 bis mehreren kleinen Kérnchen, 
die entweder direkt oder durch Faden miteinander verbunden sind. 
Zahlreiche Autoren, u. a. PoLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY (1929), 
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GUILLIERMOND (1926, 1933), DELAPORTE (1939/40), Drawert (1949), 
CassEL u. HutcHrnson (1954) sowie Drews u. Nrxtowrrz (1956) haben 
die feulgenpositiven Strukturen der Cyanophyceenzelle so beschrieben. 

Bei verschiedenen Gattungen, z. B. Anabaena, Nostoc, Cylindrosper- 
mum, tritt mit dem Altern der Zellen eine Verdichtung in dem Chromidial- 
apparat ein. Die einzelnen Granula sind dicht zusammengedrangt. Da- 
durch gewinnt der Chromidialapparat eine kompakte, oft ovale Form 
und ahnelt einem echten Ruhekern. Zellen, die einen so beschaffenen 
Chromidialapparat besitzen, lassen keine Teilungsstadien erkennen. Das 
aufgelockerte, kérnige Geriistwerk, das den Chromidialapparat in jiinge- 
ren Zellen charakterisiert, konnte demzufolge mit einem Teilungskern 
verglichen werden. 

Die Beobachtungen von Brinemann an Lyngbya amplivaginata und 
L. aerugineo-coerulea konnten nicht bestatigt werden. Wie alle tibrigen 
von mir untersuchten Arten enthalten auch die genannten Lyngbyen 
einen Chromidialapparat und met. K. Der Chromidialapparat besteht 
hier aus 2 Granula und befindet sich in der Mitte der Zelle. Die met. K. 
sind an den Polen der einzelnen Zellen gelegen. Nach der Feulgenschen 
Nuclealreaktion waren, wenn die Faden zuvor nicht mit LaNO, behandelt 
worden waren, an Stelle der met. K. nur helle substanzfrei erscheinende 
Flecken zu erkennen. Die ,,Nuclealgranula“ waren dunkelrot gefarbt. 
Eine Lanthannitratbehandlung verhinderte die Auflosung der met. K. 
durch die Salzsaure. Sie reagierten aber nicht mit dem Schiffschen Reagens. 
Auch in diesem Falle wiesen die ,,Nuclealgranula‘‘ die Rotfarbung auf. — 
Fiir das Gelingen der Feulgenreaktion ist eine wasserklare fuchsin- 
schweflige Saure wichtigste Voraussetzung. Mit Aktivkohle wurde die 
vollstandige Entfairbung des Reagenses erzielt (Lini1e 1951). Wenn das 
Schiffsche Reagens mit einer gelblichen Farbung angewendet wurde, 
farbten sich in den zuvor mit LaNO, behandelten Faden die met. K. 
hellrot an. Die ,,Nuclealgranula‘‘ waren nicht zu erkennen. Hs ware moég- 
lich, daB Brinamann (1950) nicht véllig farblose fuchsinschweflige Saure 
benutzt hat und ihm deshalb bei seinen lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen die Anwesenheit der Nuclealgranula entgangen ist. 

Auch nach Hersst (1953, 1954) verhalten sich die met. K. feulgen- 
negativ. Auf Grund einer positiven Methylgriinfarbung betrachtet er sie 
aber doch als Kernaquivalente. Die Methylgriinfiirbung ist zum Nachweis 
yon DNS bei Cyanophyceen aber nach meinen Untersuchungen nicht 
geeignet (vgl. auch Drews u. NrkLowrrz 1956). Die Farbung der met. K. 
mit Methylgriin beruht vermutlich nur auf der Fahigkeit dieser Korper- 
chen, basische Farbstoffe an der Oberflache anzureichern. Die von 
Herpst (1954) beobachteten Teilungszustinde der met. K., die er ferner 
als Beweis fiir die Kernfunktion dieser Granula heranzieht, k6nnen aber 
wohl verschiedene Ursachen haben. 
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Die met. K., die keine DNS enthalten, bestehen in der Hauptsache aus 
Phosphat, das sich in Séuren, Laugen und heifem Wasser lést. Lipoide 
und Kohlenhydrate besitzen sie, wie in letzter Zeit auch DREws u. NIKLO- 
witz (1956) festgestellt haben, nicht. Es konnten von mir auch keine 
EiweiBe in ihnen nachgewiesen werden. Drews u. NrkLowiTz haben 
jedoch auBer Phosphat auch Proteine in den met. K. (die Autoren spre- 
chen von ,,groBen Granula“‘) gefunden. Phosphat ist ferner von Brine- 
MANN (1950, 1952) in seinen ,,Karyoiden‘‘ nachgewiesen worden. Es ist 
deshalb anzunehmen, daB es sich bei den von BrryeMaANN beschriebenen 
, Kernaquivalenten™ um met. K. handelt. 

Da das Vorkommen von met. K. vom Phosphatgehalt des Nahr- 
mediums abhiangig ist (siehe auch NaGEt 1948), handelt es sich bei diesen 
Korperchen der Cyanophyceen wohl wie bei bestimmten Granula der 
Bakterien (KrRiGER-THIEMER u. LEMBKE 1954) um Phosphatreserven, 
die unter ungiinstigen Lebensbedingungen aufgezehrt werden. 

Wie aus einem spiteren Abschnitt hervorgehen wird, besitzen die 
met. K. der Cyanophyceen keine nachweisbaren Redox-Eigenschaften. 

GUILLIERMOND bezeichnet die met. K. als Vacuolen. Von Vacuolen 
sollte aber nicht gesprochen werden, denn es kénnte dann leicht eine Ver- 
wechslung mit ,,echten Vacuolen“ der Cyanophyceen vorkommen, wie 
sie in alteren Zellen bekanntlich mitunter auftreten (DRAWERT 1949, 
v. ZastROw 1953, DRaAwERT u. METZNER 1956), die aber nicht mit Va- 
cuolen héher organisierter Pflanzen vergleichbar sind. v. ZAstRow (1953) 
vermutet, da® sie ihre Entstehung dem Ubergang des zentralen Plasmas 
vom Gel- in den Solzustand zu verdanken haben. In diesen Vacuolen, 
die sich mit Methylenblau, Toluidinblau und Neutralrot farben, kann es 
zu Ausfallungen durch den Farbstoff kommen. Die dadurch entstehenden 
Granula diirfen nicht mit met. K. verwechselt werden (DRAWERT 1949). 

Die Frage, ob in der Cyanophyceenzelle auch RNS vorkommt, kann 
aus den eigenen Untersuchungen nicht beantwortet werden. Biswas 
(1956) ist es aber gelungen, DNS und RNS von Nostoc muscorum zu iso- — 
lieren, und er konnte chromatographisch den Beweis erbringen, daB die 
DNS der Cyanophyceen mit der héher organisierter Pflanzen identisch 
ist und auch die RNS nicht vom Normaltyp abweicht. Drews u. NrKLo- 
witz haben in Phormidiwm uncinatum diffus verteilte RNS im zentralen 
Plasma nachgewiesen. Die DNS-haltigen Granula sind dort von RNS- 
haltigem Plasma umgeben. Die Anwendung spezifischer Fermente wird 
notig sein, um Klarheit hinsichtlich der Verteilung der RNS in anderen 
Arten zu schaffen. 

Cyanophycinkérnchen waren als stark lichtbrechende, unregelmifig 
gestaltete Granula in besonders groBer Zahl in alternden Zellen, in 
Zellen ohne met. K. und in Dauerzellen vorhanden. Junge, wohlgenahrte 
Zellen besafien in der Regel keine oder héchstens sehr wenig Cyanophycin- 
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kérnchen. Sie scheinen also besonders dort aufzutreten, wo infolge un- 
gunstiger Lebensbedingungen Verinderungen in den Zellen einsetzen. 
_v. ZasTRow (1953) berichtet von einer Zunahme dieser Kérnchen im 
extrem sauren und alkalischen Bereich. Mit den eigenen Befunden laBt 
sich diese Beobachtung gut in Einklang bringen, denn weder bei extrem 
alkalischer noch bei extrem saurer Reaktion liegen gute Lebensbedingun- 
gen fiir Cyanophyceen vor. 

Die Cyanophycinkérnchen sollen aus Proteinkristalloiden (Grrrter 
1932) oder Lipoproteiden (siche DrawErRtr 1949) bestehen. Wieweit es 
sich um reine Degenerationsprodukte oder um Reservestoffe handelt, 
soll hier nicht weiter untersucht werden. 


5. Das Verhalten einiger Cyanophyceen gegeniiber 
Redox-Indicatoren 


a) Reduktion von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (T'TC) 


Das bei der Reduktion von 2,3,5-TTC entstehende Formazan ist stark 
lipophil (Rigp 1952), deshalb gehen in der Frage nach dem Ort in der 
Zelle, an dem die Reduktion erfolgt, die Meinungen der Autoren ausein- 
ander. Vertreter der einen Richtung, zu der Bretig, KAuUscHE u. Haar- 
pDioK (1949), Brinaemann (1951, 1952b), PRENN=ER, Vv. PRITTwirTz u. GAFF- 
RON (1952), Haun (1952), Davis, WINTERSCHEID, HarTMANN u. MuppD 
(1953), Sati u. Mupp (1955) gehoren, sehen in den mit Formazan sich 
anfarbenden Zellbestandteilen die Reduktionsorte selbst. DRrawErtT 
(1953, 1954) u. ZrmauER (1953) vertreten aber die Auffassung, daB das 
Formazan nicht unbedingt Reduktionsorte anzeigt, sondern sich auf 
Grund seiner starken Lipophilie in Lipoiden anreichert. 

Nachdem Cyanophyceenfaden eine gewisse Zeit in einer TTC-Lésung 
gelegen hatten, konnten iiber die einzelnen Zellen unregelmabig verteilte, 
rot gefarbte Granula festgestellt werden. Nach einem laéngeren Aufent- 
halt in dem Reagens traten neben diesen Granula oftmals groBe rote 
Formazankristalle auf. Die met. K. waren immer ungefarbt. Wie phasen- 
kontrastmikroskopische Untersuchungen ergaben, handelt es sich um die 
Anfarbung praformierter Granula, die bei Hellfeldbeobachtung meist nur 
schwer von den iibrigen Einschliissen der Cyanophyceenzellen zu unter- 
scheiden waren. In besonders groBer Zahl kamen diese Granula bei einer 
Nostoc-Art vor. Sie waren bei dieser Art auch im normalen Lichtmikro- 
skop deutlich als lichtbrechende Kérnchen zu erkennen. Thre Anfarbung 
mit Formazan konnte deshalb im Mikroskop verfolgt werden. Besafen 
die Zellen viele dieser Granula, konnte kaum eine Kristallbildung beob- 
achtet werden. Bei Anabaena variabilis dagegen waren nur wenig Granula, 
aber oft sehr groBe Formazankristalle in den Zellen vorhanden. 

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, daf die Granula viel Lipoide 
enthalten, in denen das Formazan gespeichert werden kann. Sind nur 
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wenige Granula vorhanden, so fallt das itberschiissige Formazan in Form 
von Kristallen aus. Die Stérke der Formazanbildung ist von der Anzahl der— 
vorhandenen Granula unabhingig. ; 

Der physiologische Zustand der Zelien ist fiir das Zustandekommen der 
TTC-Reduktion von groBer Bedeutung, wie aus einer Reihe von Beob- | 
achtungen hervorging und auch zu erwarten war. Das Alter und der 
Lebenszustand der Zellen bzw. Faden spielen dabei eine Rolle, wie Tab. 2 
fiir Anabaena variabilis belegt. 


Tabelle 2. Das Auftreten von Formazan in den vegetativen Zellen von Anabaena varia-— 
bilis in Abhdngigkeit vom Alter und vom Zustand der Fdaden. 
(Angabe der Zeit vom Einlegen der Faden in TTC bis zum Sichtbarwerden des 
Formazans) ; 


| Zeit in Minuten 


Keimende Dauerzellen und die daraus hervorgegangenen 


ersten: Zellonps ii. ee A Ae The ote 20 
Junge, zarte Faden 3—4 Wochen alter Kulturen . . . . | keine Reduktion 
Gut wachsende Kulturen (2—3 Monate alt) 30—35 
Zellen mit Degenerationserscheinungen ........ | 55—60 


Ferner war es, wie auch Drews (1955) festgestellt hat, mitunter von 
Bedeutung, in welchem Lésungsmittel das TTC geboten wurde. So redu- 
zierte z. B. Anabaena variabilis zeitweilig nicht das TTC, wenn dieses in 
aqua dest. anstatt in Leitungswasser zur Anwendung kam. DaB diese Er- 
scheinung ebenfalls nur auf Veraénderungen des physiologischen Zustan- 
des der Zellen zuriickzufiihren ist, geht daraus hervor, daB bei Unter- 
suchungen zu einem anderen Zeitpunkt Anabaena variabilis in aqua dest. 
geléstes TTC genau so gut reduzierte wie solches in Leitungswasser. 


Kin eigentiimliches Verhalten gegeniiber TTC konnte bei einer noch nicht naher 
bestimmten Anabaena-Art beobachtet werden. Die Reduktionskraft dieser Art sank 
stark ab, wenn die Faden nach Entnahme aus dem Gewichshaus, wo sie auf 
Hydromystria-Blattern wuchsen, ins Labor gebracht und dort auf ebensolchen 
Blattern in einem Schalchen mit Wasser aus dem Gewachshausbecken aufbewahrt | 
wurden. Das Reduktionsvermégen von Cylindrospermum stagnale verainderte sich — 
dagegen in der gleichen Zeit bei gleicher Behandlung der Faden nur geringfiigig, 
wie aus Tab. 3 hervorgeht. 

Fiir dieses Verhalten scheinen die anderen Lichtverhaltnisse im Laboratorium 
verantwortlich zu sein. Es ergab sich nimlich, daB nach Ubertragung der Faden aus 
dem Gewiichshaus in einen Raum, in dem wie im Gewachshaus einige Leuchtstoff- 
rohren brannten, keine Abnahme des Reduktionsvermégens auftrat. 

Kine Portion Anabaena-Fiden aus dem Gewichshaus wurde auf 4 Schilchen 
verteilt. Die Zellen der frisch entnommenen Faden reduzierten TTC sehr gut. 
Zwei der Schalchen blieben im Laboratorium stehen, 2 wurden in die obengenannte, 
mit Leuchtstoffrohren versehene Kammer gebracht. Bei Untersuchung der Objekte 
nach 24 Std ergab sich, daB die Faden aus dem Laboratorium nicht mehr fahig 
waren, I'T'C zu reduzieren, wogegen diejenigen aus der Kammer mit Zusatzbeleuch- 
tung das gleiche starke Reduktionsvermégen besaBen wie am Tage zuvor nach der 
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Entnahme aus dem Gewachshaus. Die Standorte der Schalchen wurden sodann 
vertauscht. Nach weiteren 24 Std wurde wieder eine Untersuchung vorgenommen. 
Nun ergab sich, daB die Faden, die am Tage zuvor kein Formazan mehr bilden 
konnten (Laboratorium), ihr friiheres Reduktionsvermégen wiedergewonnen und 
die anderen es verloren hatten. 

Wabhrscheinlich spielen auBer dem Licht auch noch andere, unbekannte Faktoren 
dabei eine Rolle. Die Beobachtungen zeigen aber, wie schon geringfiigige Verande- 
rungen des physiologischen Zustandes der Zellen den Ausgang der Untersuchungen 
beeinflussen und die Ursache unterschiedlicher Ergebnisse sein kénnen. 


Tabelle 3. Abnahme des TTC-Reduktionsvermégens einer Anabaena-Art und von 
Cylindrospermum stagnale bet Aufenthalt im Laboratorium. 
(TTCin Leitungswasser gelést, mikroskopische Beobachtung nach 35 min Verweilen 
der Faden in der Lésung) 


Zeit des Aufenthaltes Anabaena spec. Cylindrospermum 
im Laboratorium stagnale 
Frisch aus dem Gewachs- 
haus +++ | shee 
2 Std ++ ae se 
A 5 tee | Pepe 
6-,, + | ++ 
22" 5 _ sodk 
48 ,, | — Pap 
72 — aes 


b) Das Verhalten der Cyanophyceen gegentiber dem Nadireagens 

Das bei der Nadireaktion entstehende Indophenolblau ist ebenfalls 
stark lipoidléslich, so da es vielfach als Nachweismittel fiir Fette benutzt 
worden ist. Das Reagens wird aber auch zum Nachweis von Oxydasen 
verwendet. Wahrend PERNER (1952) u. a. aus der Anfarbung mit Indo- 
phenolblau auf den Ort der Oxydationsreaktion schlieBen, wird von 
anderer Seite (DRAWERT 1953) die Ansicht vertreten, da diese SchluB- 
folgerung nicht statthaft ist. Auf Grund der Lipophilie des Indophenol- 
blaues kann iiber den Ort in der Zelle, an dem dessen Bildung erfolgt, 

genau so wie beim Formazan, keine Aussage gemacht werden. Die Far- 
bung bestimmter Zellbestandteile mit Indophenolblau bei der Nadi- 
reaktion ist wohl ein sicheres Zeichen fiir deren Lipoidreichtum, kann 
aber nicht als Beweis dafiir gelten, da diese Zelleinschliisse die Rolle von 
Fermenttragern spielen. 

Bei cytologischen Untersuchungen an Cyanophyceen diente das Nadi- 
gemisch zum Nachweis von Lipoiden. GurttreRMonD (1926, 1933) und 
DELAPORTE (1939/40) beobachteten nach Behandlung einiger Cyano- 
phyceenarten mit diesem Reagens in den Zellen dunkel gefarbte Granula, 
die, wie GUILLIERMOND angibt, in lebenden Zellen nur schwer sichtbar 
waren. Als Indicator fiir Oxydasereaktionen ist das Nadigemisch bei 
Cyanophyceen von Drews u. NrxLowirz (1956) bei Phormidium uncina- 


tum benutzt worden. 


<u 


414 Insz TISCHER: 


In den eigenen Versuchen rief die Behandlung der Cyanophyceen mit 
dem Nadireagens eine dunkelblaue bis violette Granulafaérbung in den 
Zellen hervor. Die so mit Indophenolblau gefarbten Granula waren, wie 
aus ihrer Form und Verteilung hervorging, mit den durch Formazan farb- 
baren identisch. Die metachromatischen Kérperchen blieben ebenso wie 
die Cyanophycinkérnchen ungefarbt. 

Wiihrend in lebenden Zellen die Indophenolblaubildung nicht immer 
beobachtet werden konnte, sondern sich auch hier eine Abhangigkeit der 
Reaktion vom jeweiligen physiologischen Zustand der Zellen bemerkbar 
machte, traten in bereits toten oder durch Formolfixierung bzw. durch 
Behandlung mit heiBem Wasser vor der EKinbringung in das Nadigemisch 
abgetéteten Zellen stets viele dunkelblau oder violett gefarbte Granula auf. 
Die Zahl dieser Granula war in toten Zellen gréBer als in lebenden.Es lieB 
sich aber nicht mit Sicherheit feststellen, ob es sich in toten Zellen durchwe 
um gefirbte praformierte Granula handelte oder ob neben einer Farbung 
der bekannten Granula eine Ausfillung des Farbstoffes eingetreten war. 

Bei den toten Zellen handelt es sich um eine reine Fettreaktion. In 
lebenden Cyanophyceenfaden aber ist die Aktivitaét der Zellen fir den 
Ausgang der Reaktion mit verantwortlich. Ich stellte fest, daB in Zellen 
von Kulturen, die TTC besonders schnell zu reduzieren vermochten, ent- 
weder gar keine Granulafarbung mit Indophenolblau eintrat oder eine 
sehr lange Reaktionszeit dafiir erforderlich war. Auch der umgekehrte 
Fall konnte beobachtet werden, wie aus Tab. 4 hervorgeht. 

4 
Tabelle 4. Vergleich von TTC-Reduktions- und Nadi-Oxydationsvermégen einiger 


untersuchter Cyanophyceenarten an ein und demselben Versuchstage. 
Auftreten der Granulafairbung nach Minuten 


Art TTC Nadi 

Anabaena variabilis, keimende Dauerzellen, 
erste vegetative Zellen ........ 20 — 
Anabaena variabilis (2—3 Monate alt) . . . 35 35 
Anabatna epee, or APO e ey, tae et ee — 20 
Oscillatoriaxapect sits amie — 120 
Csoitlatorsa Sn6Gca! iyas.s it tygsk fuk ack > AD wee — 85 
Osa DOP BOR Mot ect heey en el: 15 — 
OscellatoreazspeG. . s ceceise wuss = ks ae tae —- 20 


Kinen Hinweis auf den Lokalisationsort der Oxydasen, welche die Nadi- 
reaktion beschleunigen, konnten die Versuche nicht geben. 


c) Reduktion von Nilblau A und Janusgriin B 
(fluorescenzmikroskopische Untersuchungen) 
Auf naihere Angaben iiber diese beiden Farbstoffe und deren Anwen- 
dung als Redox-Indicatoren bei cytologischen Untersuchungen soll hier 
unter Hinweis auf die Arbeiten von Drawerr (1952, 1953), DRAWERT u. 
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Gutz (1953) und Gurz (1956) sowie die dort zitierte Literatur verzichtet 
werden. 

Die Farbung kleiner Cyanophyceenwatten erfolgte in Farblosungen, die kurz vor 
dem Versuch aus einer Stammliésung auf 1: 10000 mit Leitungswasser verdiinnt 
wurden. Kine Fiarbezeit von 3—5 min, in der nur die Randfaden der Watten den 
Farbstoff in sichtbaren Konzentrationen aufgenommen hatten, war am giinstigsten. 
Nach luftdichtem Abschlu8 durch Vaselineumrandung der Deckglaschen wurden 
die Praparate in einem geschlossenen Kasten, vor direktem Lichteinfall geschiitzt, 
eine Zeit lang liegen gelassen. 

Bei Farbung mit Nilblau und Janusgriin traten, wie schon friiher er- 
wahnt wurde, Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas auf, welche 
nach Form und Lage als Chromidialapparat angesprochen werden konn- 
ten. Bei der oben angegebenen Farbezeit lieBen jedoch nur die Randfaden 
der Watten eine Farbung des Chromidialapparates der Zellen erkennen. 
_ Diese Farbung muB aber als postvital angesehen werden. Die Zellen der 

im mittleren Bereich der Watten gelegenen Faden wiesen zunachst keine 
sichtbare Farbung auf. Erst bei fluorescenzmikroskopischer Unter- 
suchung der unter LuftabschluB gehaltenen Objekte war in den Zellen 
dieser Faden eine gelbe Granulafluorescenz zu erkennen. Diese Granula 
waren nicht wie die durch Formazan und Indophenolblau farbbaren tiber 
die ganze Zelle verteilt, sondern befanden sich nur im zentralen Bereich 
des Plasmas. Sie waren auBerdem auch wesentlich kleiner als jene. Ferner 
trat die Granulafluorescenz nur in den Zellen der im Hellfeld keine Far- 
bung zeigenden Faden auf. In den stark gefarbten, geschadigten Rand- 
faden der Watten war diese Granulafluorescenz nicht zu beobachten. Die 
Granulafluorescenz erlosch, wenn H,O, zugegeben wurde. 

Es mu jedoch erwahnt werden, daB die Fluorescenz dieser kleinen 
Granula nach Farbung mit Nilblau und Janusgriin nicht regelmaBig ein- 
trat. Die einzige Form, die nahezu immer gute Ergebnisse lieferte, war 
eine Nostoc-Art. RegelmaBigere Ergebnisse zeigten auch die Heterocysten, 
in denen die fluorescierenden Granula in dem durch feulgenpositive 
Strukturen gekennzeichneten Mittelstreifen lagen. Nur noch voll vitale 

Yellen waren in der Lage, die Farbstoffe zu reduzieren. Sowohl Nilblau 
wie Janusgriin erwiesen sich aber als recht giftig fir die Blaualgen. Die 
guten Ergebnisse mit Nostoc sind wohl darauf zuriickzufiihren, daB die 
ausgepragten Gallerthiillen bei dieser Art nur eine langsame Diffusion der 
Farbstoffe in die Zellen zulieBen und so eine zu schnelle Schadigung ver- 


hinderten. 
Die metachromatischen Kérperchen wiesen niemals eine Fluorescenz 


auf. 

AuBer der beschriebenen Granulafluorescenz war nach Farbung mit 
Nilblau und Janusgriin auch eine Fluorescenz des gesamten Plasmas zu 
beobachten, welche manchmal in den Heterocysten die Fluorescenz der 


kleinen Granula iiberdeckte. 
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Die Beobachtung der Granulafluorescenz in den mit Nilblau gefarbten | 
Objekten war oft erschwert durch eine einheitliche Fluorescenz des gan- 
zen Priiparates, die vermutlich vom Nilrot, das als Verunreinigung in 
Nilblau vorkommt (Gutz 1956), herstammte. Klarere Bilder lieferte 
immer die Janusgriinfarbung. ; 

Nicht verwechselt werden darf die hier geschilderte Granulafluorescenz 
mit einer anderen, ebenfalls in Form von Granula auftretenden Fluores- 
cenzerscheinung, die aber nach Drawert (miindliche Mitteilung) durch 
gewisse Veriinderungen des Farbstoffes und wohl auch des Plasmas infolg: 
der intensiven Bestrahlung wahrend der Beobachtung hervorgerufe 
wird. Sie trat nach langerer Beobachtung der Praparate unter dem Fluo 
rescenzmikroskop besonders auch in den toten Randfaden auf und wa 
durch H,O, nicht beeinfluBbar. Diese Granula waren orangegelb gefirb 
iiber die ganze Zelle verteilt und von unregelmaBiger Gestalt. — AuBer 
dem kommt eine orangegelbe Eigenfluorescenz nekrotischer Zellen vor, — 
die auch v. ZasTRow (1953) erwahnt. Mitunter konnte nach Farbung mit 
Nilblau oder Janusgriin auch eine Fluorescenz der an den Heterocysten 
von Cylindrospermum-Arten sitzenden Bakterien beobachtet werden. _ 


d) Diskussion ; 
AuBer metachromatischen Kérperchen, Cyanophycinkérnchen und 
desoxyribonucleinsaurehaltigen Strukturen konnten noch zwei weitere 
Arten von Granula in der Cyanophyceenzelle beobachtet werden. Auf i 
Vorhandensein haben erst die Versuche mit Redox-Indicatoren aufmerk- 
sam gemacht, denn diese Granula sind dadurch gekennzeichnet, daB si 
sich im Unterschied zu den bekannten granuliren Einschliissen der 
Cyanophyceenzelle mit den Oxydations- bzw. Reduktionsprodukten ver- 
schiedener Redox-Indicatoren anfiairben. Die beiden Granulaarten unter- 
scheiden sich in ihrem Verhalten gegeniiber TTC und dem Nadigemisch 
einerseits und Nilblau und Janusgriin andererseits sowie durch ihre 
GréBe und unterschiedliche Lage in der Zelle. Die gréBeren Granula sind 
tiber die ganze Zelle verteilt oder treten an den Zellwiinden gehauft auf. 
und farben sich mit dem durch Reduktions- bzw. Oxydationsvorgiinge in 
der Zelle entstehenden Formazan oder Indophenolblau. Die kleineren, 
nur im zentralen Bereich des Plasmas gelegenen Granula sind erst als gelb 
fluorescierende Kérnchen im Fluorescenzmikroskop zu beobachten, wenn: 
die Zellen in geringen Konzentrationen aufgenommenes Nilblau oder 
Janusgriin B reduziert haben. Wahrend die gréReren Granula im Phasen- 
kontrastmikroskop und in einzelnen Arten auch im normalen Licht- 
mikroskop ungefarbt zu erkennen waren, konnten die kleinen also nur im 
gefarbten Zustand wahrgenommen werden. 
Drews u. NrkLowrrz (1956) wiesen in Phormidium uncinatum find 
verschiedene granuliire Kinschliisse nach: 1. im ,,Centroplasma“ gelegene, 
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DNS-haltige Granula, 2. im gesamten Plasma vorhandene groBe Gra- 
nula, die Phosphat besitzen, 3. im peripheren Bereich des »,Centro- 
plasmas‘ gelegene, Phosphatide enthaltende Granula, die erst nach 
Formol-Ca-Fixierung deutlich nachweisbar sind und sich wie die beiden 
ersten Arten mit Gallocyaninchromalaun farben; schlieBlich im Bereich 
der Quer- und Lingswande und verstreut auch im ,,Chromatoplasma ‘‘ 
vorhandene Granula, die sich mit Formazan (Stilben-TC), Indophenol- 
blau (Nadi) und Janusgriin, welches dort zum Diathylsafranin reduziert 
wird, farben. Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab, daB es 
sich bei den im Bereich der Zellwinde gelegenen Granula um zwei ver- 
schiedene Arten handelt: 1. groBe, strukturiert erscheinende Granula 
und 2. kleine, stark osmiophile Granula. Die Anfairbung der grofReren 
Granula konnten die Autoren im Lichtmikroskop verfolgen. 

Es soll nun versucht werden, die von Drews u. NrkLowiTz gefundenen 
Granula mit den von mir nachgewiesenen zu identifizieren. — Die DNS- 
haltigen Granula im zentralen Plasma stellen in ihrer Gesamtheit den 
Chromidialapparat dar. Die grofBen Phosphatgranula werden in der vor- 
liegenden Arbeit als metachromatische Korperchen bezeichnet. Die 3. Art 
von Granula, die sich nach Drews u. NrKLowiTz mit Gallocyaninchrom- 
alaun farbt, muB der Lage und GroBenbeschreibung nach mit den von 
mir beobachteten, mit Leukonilblau und -janusgriin fluorochromierbaren 
Granula identisch sein. Die mit Formazan und Indophenolblau tingier- 
baren, strukturierten Granula mtBten den von mir gefundenen, auf 
gleiche Weise farbbaren gleichzusetzen sein. Allerdings konnte ich nicht 
beobachten, daB sie sich mit Janusgriin farben. AuBerdem ist darauf hin- 
zuweisen, daB Drews u. NrkLOWwITz ein anderes Tetrazoliumsalz, und 
zwar Stilben-TC, fiir ihre Untersuchungen benutzt haben. Es blieben 
nun noch die kleinen, osmiophilen Granula nach Drews u. NIKLOwITz 
sowie die Cyanophycinkérnchen iibrig. Die ersten liegen nach DREws u. 
NixiowrrTz in ihrer GréBenordnung unter dem Auflésungsvermogen des 
Lichtmikroskopes, so da8 ich sie gar nicht wahrnehmen konnte. Daf die 
‘zweiten von Drews u. NrkLowitz nicht erwahnt werden, kann darauf 
zuruckzufiihren sein, daB Phormidium uncinatum keine Cyanophycin- 
k6érnchen besaB. Auch ich konnte diese Kérnchen ja meist nur in Zellen, 
die schon Degenerationserscheinungen zeigten, in gréBerer Zahl finden. 

Drews u. Niktow1tz betrachten die grofen, strukturierten Granula 
als Fermentzentren, da nach ihren Beobachtungen an diesen Granula 
Janusgriin zum Didthylsafranin reduziert wurde und Formazan aus 
Stilben-TC zuerst an diesen Granula auftrat. Die Autoren halten es 
dariiber hinaus nicht fiir ausgeschlossen, daB auch die kleinen osmiophi- 
len Granula Fermenttrager sind. 

Man kann aber die Granulafirbung mit Formazan (TTC) und Indo- 
phenolblau nicht als endgiiltigen Beweis fir das Vorhandensein von 
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Fermenten an diesen Granula ansehen. Bei meinen Untersuchungen han- 
delt es sich in beiden Fiillen um stark lipophile Verbindungen, die zunachst 
nur den Lipoidcharakter der mit diesen Farbstoffen fairbbaren Zellein- 
schliisse anzeigen. Eine Farbung der gréBeren Granula mit Janusgriin 
konnte ich nicht beobachten. Wie ich feststellte, ist die Starke der For- 
mazanbildung von der Anzahl der in der Zelle vorhandenen Granula 
unabhingig; sie richtet sich nach dem physiologischen Zustand der 
Zellen. Wo die Reduktion des TTC erfolgt, kann also nicht gesagt werden. 
Es mu8 auch die Frage nach dem Sitz von Oxydasen offen bleiben. 

Nach Drawert (1954) ist fiir die Verteilung eines Farbstoffes das Ver- 
haltnis der lipophilen zu den hydrophilen Gruppen der jeweiligen Zell- 
bestandteile oder -einschliisse und des Farbstoffes verantwortlich. Auf 
Reduktions- oder Oxydationsorte kann man aus der Farbstoffverteilung 
nicht ohne weiteres schlieBen. Es kann deshalb die durch reduziertes 
Nilblau oder reduziertes Janusgriin bedingte Fluorescenz der kleien, im 
zentralen Plasma gelegenen Granula auch nicht als Beweis fiir das Vor- 
handensein von Dehydrasen in diesen Granula angesehen werden. Eine 
derartige SchluBfolgerung ware erst dann statthaft, wenn es gelange, eine 
direkte Umfarbung dieser Granula zu beobachten. Wegen der Kleinheit 
dieser Kérnchen ist es jedoch schwierig festzustellen, ob sie sich bereits 
mit den oxydierten Stufen der Farbstoffe anfarben. Meine Untersuchun- 
gen in dieser Hinsicht schlugen fehl. — Nach den Angaben von DREws u. 
Nikiowirz soll zwar das Formazan des von ihnen benutzten Stilben-TC 
nicht lipoidléslich sein, aber weitere Versuche miissen erst klaren, inwie- 
weit bei den Cyanophyceen bestimmte Granulatypen als Fermentzentren 
in Betracht kommen. 


6. Das Verhalten der Heterocysten (Het.) 

Uber die Bedeutung und die Funktion der Heterocysten wissen wir 
praktisch noch nichts. Zwar bestehen mancherlei Theorien iiber ihre 
Funktion, doch sind diese untereinander sehr verschieden. 

So vermutete man, daB die Aufgabe der Heterocysten darin besteht, die Durch- 
trennung des Fadens fiir die Vermehrung zu erleichtern. Sie wurden lange als riick- 
gebildete, nicht mehr teilungs- bzw. keimungsfahige Zellen angesehen. GEITLER 
(1921), Sprarr (1911), SreryzoKE (1932) und Foae (1949) haben jedoch ein Aus- 
keimen von Het. beobachten kénnen. 

GurrLeEr stellte phylogenetische Spekulationen iiber die Natur der Heterocysten 
an und kam zu der Auffassung, da sie ,,rudimentiire Fortpflanzungszellen“ sind, 
die ,,im Laufe der phylogenetischen Entwicklung ihre eigentliche Funktion verloren 
haben“. Nur unter bestimmten Bedingungen kann noch ein Auskeimen erfolgen. 

Dafs die Het. genau wie die vegetativen Zellen eine feulgenpositive Substanz 
besitzen, erwahnen unter anderen von ZasTrow (1953), CASSELU. Hurcutnson (1954). 
Auch Foaa (1951) hat mit verschiedenen Kernfarbemethoden eine positive Far- 
bung in den Het. von Anabaena cylindrica erhalten. 

Foaa (1944, 1949, 1951) hat umfangreiche Untersuchungen iiber die Entstehung 
der Het. aus vegetativen Zellen durchgefiihrt und festgestellt, daB sich die Het. von 


- 
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Anabaena cylindrica dann bilden, wenn der Gehalt des Nahrmediums an stickstoff- 
haltigen Substanzen unterhalb einer bestimmten Grenze liegt. Auf Grund dieser 
Beobachtungen in Verbindung mit cytologischen Untersuchungen wird angenom- 
men, daf bei Stickstoffmangel einige Zellen eines Fadens zur Rettung der iibrigen 
aufgegeben und ausgezehrt werden. Die aufgebrauchten Zellen Beier dann die 
Het. dar. Fertig ausgebildete Het. hatten demnach keine Funktion mehr. 

Im Zusammenhang mit den eigenen Untersuchungen sind die Beobachtungen 
von CANABAEUS (1929) pelieckenewert. Sie stellte fest, daB die GréBe und die 
Anzahl der Het. einer Kultur in engem Zusammenhang mit dem Nahrmedium 
stehen. Da sich die Het. bei Zusatz von verschiedenen Alkali- und Erdalkalihalo- 
geniden vergr68erten und bei Zufiigung von Fe-, Co- und Ni-Salzen zum Nahr- 
substrat verkleinerten, wurden sie von ihr als ,,Enzymspeicher‘‘ gedeutet. 


Bei der Behandlung der Cyanophyceen mit Redox-Indicatoren haben 
wir gewisse Unterschiede zwischen vegetativen Zellen und Het. fest- 
gestellt (DRAWERT u. TISCHER 1956). Im folgenden soll iiber die Ergeb- 


_nisse eingehender berichtet werden. 


a) Das unterschiedliche Verhalten von vegetativen Zellen und 
Heterocysten gegentiber TTC und verschiedenen Redox-Farbstoffen 


Es wurde festgestellt, daB die Reduktion von TTC in den Het. bedeu- 
tend friither erfolgte als in den veget. Z. Bereits nach 5 min waren bei 
Anabaena variabilis und Cylindrospermum licheniforme in den Het. rot 
gefarbte Granula vorhanden, wahrend in den veget. Z. erst nach 30 oder 
35 min eine Granulafarbung sichtbar wurde. Bereits nach 7 min traten 
in den Het. neben den gefarbten Granula groBe rote Formazankristalle 
auf. Auch bei anderen Arten ergaben sich ahnliche zeitliche Differenzen, 
so daB ganz allgemein in den Het. das Formazan 20—35 min frither zu 
erkennen war als in den vegetativen Zellen. 

Zunichst lag die Vermutung nahe, dab angesichts des unterschiedlichen 
Baues von vegetativen Zellen und Het. Permeabilitatsunterschiede die 
Ursache fiir diese Erscheinung seien. Es ergab sich jedoch bald, daf diese 
Annahme nicht zutraf. 

So wurde festgestellt, daB auch in vegetativen Zellen zahlreiche groBe 


-Formazankristalle binnen kurzer Zeit auftraten, wenn das zu untersuchende 


Praparat dem Licht ausgesetzt wurde. Daraus konnte geschlossen werden, 
da8 das TTC in die vegetativen Zellen ebenso schnell eindringt, wie in die 
Heterocysten, denn es ist wohl kaum anzunehmen, daB das Licht in so 
kurzer Zeit die Permeabilitaét der vegetativen Zellen grundlegend andert. 

Mit Neutralrot (in Phosphatpuffer mit px 6,6—6,8) farbten sich die 
vegetativen Zellen friiher als die Het., was auch darauf hindeutet, daf 
die Het. nicht permeabler sind als die vegetativen Zellen. Dafs Neutralrot 
durch die Het. reduziert werden kénnte, war in Anbetracht des hohen 
Redoxpotentials dieses Farbstoffes nicht anzunehmen. Allerdings kann 
man nicht ohne weiteres das Verhalten der Zellen gegeniiber TTC mit dem 
gegentiber Neutralrot vergleichen, solange wir tiber die Art und Weise 
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der Stoffaufnahme durch die lebende Zelle nicht genau unterrichtet sind. 
Wihrend TTC in der Lésung wohl vorwiegend in Form von Ionen vor- 
liegt, diirfte eine Neutralrotlosung bei px 6,6—6,8 bereits viele Farb- 
basenmolekiile enthalten (DRAWwERT, 1940). Methylenblau eignete sich 
besser fiir Vergleichsuntersuchungen. Dieser Farbstoff, der bei pp ~ 7 
(Leitungswasser) noch weitgehend dissoziiert ist, wird nur sehr langsam 
von den Het. aufgenommen. Bei einer Fiarbezeit, in der die vegetativen 
Zellen deutlich gefirbt waren, gelang es nie, eine Anfarbung der lebenden, 
intakten Het. mit Methylenblau zu erzielen. Dies schien nicht auf eine 
Reduktion des Farbstoffes in den Het. zuriickzufiihren zu sein, da der 
Farbstoff sich auch nicht nach Zugabe von H,O, zum Praparat oder mit 
Hilfe fluorescenzmikroskopischer Untersuchungen in den Het. nach- 
weisen lie8. Lage eine Reduktion des Farbstoffes vor, hatten die Het. sich 
mit H,O, blau firben, bzw. hatten sie die Fluorescenz des reduzierten 
Methylenblaus zeigen miissen. 

Das verschiedene Verhalten von Neutralrot und Methylenblau diirfte 
aber auch kaum auf die unterschiedliche Dissoziation dieser beiden Farb- 
stoffe und damit auf Permeabilitatsunterschiede zuriickzufiihren sein; 
denn selbst bei px 8,8 und 10,7 farbten sich die Het. mit Methylenblau 
schwerer als mit Neutralrot bei py 6,8. Es wurden deshalb mit verschie- 
denen Redox-Farbstoffen Farbungen vorgenommen. 

Tabelle 5. Farbung der Heterocysten mit verschiedenen Redox-Farbstoffen 


(Die Angaben beziehen sich nur auf die Het. von Faden, deren vegetative Zellen 
gefairbt waren) 


Farbstoff E,-Wert in Volt = %-Satz der gefirbten 
bei pu 6,7 Heterocysten 
(EDIONIN Unk suit se cae oc eg are kane + 0,06 —_ 
Brillant-Kresylblaw.. /, wtu se + 0,04 — 
Methvlenblnuguer nee ts aoe teks is. + 0,01 — 
NilbladeArr omse. UPareer serie, el ee, — 0,12 30 
JAMUSQMU Dae teat tren tere. — 0,22 30—40 
Amethystviolott. ich hele ack) Se — 0,25 60 
Methylenviolett ......... — 0,26 60 
INGUGrHLDOUM EM aie siecece he Letra re — 0,34 80 


Die dabei erzielten Ergebnisse bestitigten die Vermutung, daB dem 
Redoxpotential der Farbstoffe hier doch eine Bedeutung zukommen muB. 
Es stellte sich heraus, daB schwer reduzierbare Farbstoffe die Het. 
schneller anfiirbten als leicht reduzierbare (Tab. 5). Bei den vegetativen 
Zellen konnten derartige Unterschiede nicht beobachtet werden. Beriick- 
sichtigen wir ferner noch das ,,anscheinende Reduktionspotential* 
(JERCHEL u. MOutE, 1944) vom 2,3,5-TTC mit E, = —0,083 Volt bei 
px 6,7, so kann der Unterschied zwischen Het. und vegetativen Zellen 
nur auf das stérkere Reduktionsvermégen der Het. zuriickgefiihrt wer- 
den. Ungeklart bleibt allerdings die Tatsache, da® sich die reduzierte 
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Stufe der ersten 3 der in Tab. 5 aufgefiihrten Farbstoffe weder mit H,0, 
noch fluorescenzmikroskopisch (Methylenblau) in den Het. wbeteiaen 
1aBt. 

Ks kann sich bei den Het. also nicht nur um morphologisch von den 
vegetativen Zellen abweichend gestaltete Zellen handeln, sondern auch 
in physiologischer Hinsicht miissen bedeutende Unterschiede vorliegen. 


b) Unterschiede zwischen vegetativen Zellen und Heterocysten 
ber der Nadireaktion 
Von besonderem Interesse ist aber noch die Tatsache, da® auch die 
Granulafarbung mit Indophenolblau in den Het. frither auftrat als in den 
vegetativen Zellen. Die durchschnittliche Differenz betrug wiederum 
30 min. 
c) Oxydation von p-Phenylendiamin 


Aus der Reihe der von Prt (1945) benutzten Verbindungen wurde 
p-Phenylendiamin, das bei Gegenwart von Sauerstoff und vermutlich 
,»,Phenylenaminasen‘“ (PRAT 1945) in eine chinoide Verbindung iibergeht, 
fiir die Untersuchungen herangezogen. Das von PRAT ebenfalls benutzte 
Pyrogallol erwies sich als ungeeignet, weil sich die Lésung bereits nach 
kurzem Aufenthalt an der Luft stark braun verfarbte. Die p-Phenylen- 
diamin-Lésung behielt dagegen lange Zeit nur einen rosa Schimmer. 

Die Cyanophyceen wurden in das Reagens (0,5% ig in Leitungswasser) gebracht, 
im Dunkeln gehalten und nach einiger Zeit in einem Tropfen Leitungswasser im 
Mikroskop untersucht. 

Die Oxydation von p-Phenylendiamin erforderte allgemein eine langere 
Reaktionszeit. Die Het. bewiesen aber auch hier ihre besonderen Fahig- 
keiten. Wahrend die vegetativen Zellen mit Ausnahme der Het.-freien 


Tabelle 6. Oxydation von p-Phenylendiamin, Nadireaktion und Reduktion von 
TTC in vegetativen Zellen und in Heterocysten einiger Cyanophyceen 

(Reaktionszeiten in Minuten, die Prozentzah] neben der Zeitangabe stellt die un- 

gefihre Anzahl der Het. eines Praiparates dar, die eine Granulafarbung zeigten) 


p-Phenylendiamin Nadi TTC 
Art 
iveget.Z. Het. veget.Z.| Het. |veget.Z.| Het. 
Anabaena variabilis . . 1. . = 30 (10%)- | 35 10 30 5 
Anabaena spec.3 ...... — 25 (10%) 40 15 25 5 
cAmMOGETUG SPCC. 0 = = «eee = -- 40 20 35 5 
40 10 


Nostoc Kihlmani, Hormogonien 
DS OSOCNSESCNOD Brig ee ed aoe 


ING SLOCIS OCT gmemtcnaer it ala] 40 (10%) 

Cli Capesmiiin sleet ns fee S04) 50 10 25 
Cylindrosp. licheniforme . . .| — a0m(O%) 30 10 25 5 
Tolypothria spec. X . . « . -| = 90 (10%) 60 10 35 
Polypothria spec. Y « » « -.-|. — — _ 40 —— 40 5 
Oscillatoria spec. 2. ..... 90 60 15 | 


Oscillatoria spec. 3. ....-. 30 2 
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Oscillatorien meist nicht in der Lage waren, das p-Phenylendiamin zu 
oxydieren, konnte in einem Teil der Heterocysten eine dunkelbraune 
Granulafirbung beobachtet werden (Tab. 6). Es handelte sich um die 
gleichen Granula, die sich auch mit Formazan und Indophenolblau an- 
farbten. 


d) Auftreten der Granulafluorescenz nach Farbung mit Nilblau A 
und Janusgriin B in vegetativen Zellen und Heterocysten 


Auch bei den fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen nach Far- 
bung mit Nilblau und Janusgriin zeichneten sich die Het. dadurch aus, 
da8 zuerst und manchmal nur in diesen die bereits beschriebene Granula- 
fluorescenz zu erkennen war. Die Unterschiede betrugen hier bis zu 
55min. Entsprechend der Giftigkeit dieser Farbstoffe (siehe 8.415) waren 
die erzielten Ergebnisse aber recht uneinheitlich. 


e) Vergleich zwischen Stirke des Redox-Vermégens und Alter der 
Heterocysten 


Da nach der Theorie von Foae (1951) die Entstehung der Het. auf 
eine Mobilisierung lebensnotwendiger Baustoffe in einzelnen vegetativen 
Zellen zuriickzufiihren ist, war es von Interesse, das Redox-Vermégen — 
von Het. verschiedenen Alters und Entwicklungsgrades zu priifen. Die 
hohe stoffwechselphysiologische Aktivitat der Het., die sich in der Fahig- 
keit, rasch mit Redoxindicatoren in Reaktion zu treten, auBert, wiirde 
fiir die vorgenannte Theorie sprechen, wenn junge, noch nicht vollstandig 
ausgebildete Het. die starksten Redoxleistungen vollbrachten und mit 
zunehmender Ausdifferenzierung eine Abnahme des Redox-Vermégens 
eintrate. 

Wie die daraufhin durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, ist jedoch 
das Gegenteil der Fall. In Entstehung begriffene Het. verhielten sich wie 
die vegetativen Zellen. Mitunter blieb die Granulafirbung in solchen 
jungen Het. auch vollstindig aus. Die Starke des Redox-Vermégens 
wuchs mit dem Grade der Ausdifferenzierung und war am gréBten in — 
vollsténdig entwickelten Het. Nach einer gewissen Zeit sterben allerdings 
die Het. ab. Sie bleiben noch im Verbande des Fadens, zeigen aber keine 
Redox-Reaktionen mehr. Im allgemeinen wird dann eine benachbarte 
vegetative Zelle in eine neue Het. umgewandelt. 


f) Diskussion 
Ubereinstimmend hat sich aus allen Versuchen ergeben, dap die Het. in 
der Lage sind, mit Redoxw-Indicatoren schneller in Reaktion zu treten als die 
vegetativen Zellen. Kine bessere Permeabilitat der Het. kann dafiir kaum 
verantwortlich sein. Allem Anschein nach besitzen die Het. eine héhere 
Stoffwechselaktivitaét als die vegetativen Zellen (DRAWERT u. TISCHER, 
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1956). Nach meinen Beobachtungen wird stets die erste Zelle eines jun- 
gen, noch von der Dauerzellenwand umgebenen Fadens von Anabaena 
variabilis eine Het. Wenig altere Faden sind dagegen meist heterocysten- 
frei. Erst spaiter wandeln sich wieder vegetative Zellen in Het. um. In 
diesem Zusammenhang muB auch an die Hormogonien von Nostoc-Arten 
erinnert werden, die an beiden Enden eine kleine und in einem reiferen 
Stadium noch eine dritte, gréBere, fast genau in der Mitte gelegene Het. 
besitzen. Het. kommen also bereits in den friihesten Jugendstadien eines 
Cyanophyceenfadens vor. 

Die Het. besitzen zwar noch die wesentlichsten Bestandteile, welche 
die vegetativen Zellen auszeichnen; metachromatische K6rperchen fehlen 
aber in der Regel. Nur selten kommen solche vor. Sie sind héchstens in 
sehr jungen Het. anzutreffen. Da die metachromatischen Kérperchen als 
Reservestoffe aufzufassen sind, ist ihr Fehlen in den Het. verstandlich. 
Die Het. haben noch die Fahigkeit, auszukeimen, wie GEITLER u. a. be- 
schrieben haben; sie tun es aber in der Regel nicht. Nach einem gewissen 
Zeitraum sind ihre Fahigkeiten erschdpft, und sie sterben ab. Eine ihnen 
benachbarte vegetative Zelle wird dann meist zu einer neuen Het. — Von 
zwei nebeneinander gelegenen Het. gab meist nur eine die beschriebenen 
Redox-Reaktionen. An Nostoc-Hormogonien trat dann, wenn die mittlere 
Het. gebildet war, in den kleinen Endheterocysten keine Granulafarbung 
mehr auf, sondern diese war beschrankt auf die neue Het. in der Mitte. — 
Bei Arten mit terminalen Het. bilden oft alte funktionslose Het. die Spitze 
des Fadens. Treten die Het. intercalar auf, kommt es bei ihrem Absterben 
haufig zu einem ZerreiBen des Fadens. 

Bekannt ist ferner, daB sich an Heterocysten hiufig Bakterien an- 
siedeln. Die Het. einiger Cylindrospermum-Arten erhalten ja durch sie ihr 
charakteristisches Aussehen. Offenbar finden die Bakterien an den 
Heterocysten besonders gute Lebensbedingungen vor. 

Die Annahme, daB die Het. lediglich deshalb vorhanden sind, damit 
die Durchtrennung eines Fadens zum Zwecke der Vermehrung erleichtert 
wird, mu bereits durch das Vorkommen von nur terminalen Het., z. B. 
bei Cylindrospermum- und Gloeotrichia-Arten, als widerlegt gelten. Die 
Durchtrennung oder Scheinverzweigung eines Fadens findet allerdings 
haufig an einer Het. statt. 

Nach der Theorie von Foae (1951) miissen fertig ausgebildete Het. als 
funktionslos angesehen werden, denn sie werden ja als das Endprodukt 
eines Abbauprozesses, der in einzelnen vegetativen Zellen bei Stickstoff- 
mangel einsetzt, gedeutet. In einer in Entstehung begriffenen Het. wiir- 
den also rasche Ab- und Umbauprozesse ablaufen. Die eigenen Ergebnisse 
der Versuche mit Redox-Indicatoren weisen auch auf rasche Umsetzungs- 
prozesse in den Het. hin; wahrend aber nach der Theorie von Foae doch 
zu fordern ware, daB junge, noch nicht vollstiindig ausgebildete Het. die 
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gréBten Redox-Leistungen vollbringen, bewiesen die eigenen Ergebnisse 
das Gegenteil. Das Redox-Vermégen der Het. wachst mit dem Grade 
ihrer Ausdifferenzierung. In einer vollentwickelten Het. lauft die Re- 
duktion bzw. Oxydation gebotener Indicatoren am schnellsten ab. 
Wenn die Het. allerdings dann allmahlich auch absterben, kann ich 
doch in dieser Erscheinung keine Bestiatigung der Auslegung von Foce 
sehen. 

Daf eine Beziehung zwischen Heterocystenbildung und Zusammen- 
setzung des Nahrsubstrates besteht, hat auch CANABAEUS (1929) fest- 
gestellt. Eigene, bei der Kultur der Cyanophyceen gemachte Erfahrungen 
lieBen derartige Zusammenhange ebenfalls erkennen. Es fanden sich 
jedoch keine so strenge GesetzmaBigkeiten, wie sie Foea (1949, 1951) 
und CANABAEUS (1929) beobachtet haben. 

GEITLERS (1921, 1932) phylogenetische Deutung der Het. kann durch 
die eigenen Untersuchungen weder bestitigt noch widerlegt werden. Der 
Autor erwahnt selbst, daB es sich um eine reine Spekulation handelt. Das 
mitunter beobachtete Auskeimen der Het. kann nicht als Beweis fiir 
die Annahme gelten, daf es sich bei den Het. um Relikte friiherer 
Fortpflanzungszellen handelt, die im Laufe der phylogenetischen Ent- 
wicklung eine Umbildung erfahren haben. Daf die Het. noch aus- 
keimen kénnen, ist auf Grund des Vorhandenseins kernahnlicher Struk- 
turen im Plasma ohne weiteres erklarlich. Als Dauerzellen kénnen die 
Het. keinesfalls betrachtet werden. Het. haben nur eine sehr begrenzte 
Lebensdauer. 

Es bleibt noch die von CanaBaEus (1929) vertretene Auffassung iiber 
die Funktion der Het. zu erwaihnen. Die Autorin deutete die Het. als 
, Hnzymspeicher*‘, weil sie bei Kulturversuchen feststellte, da die Het. 
bei Anwesenheit von Alkali- und Erdalkalihalogeniden sehr klein waren 
und sich vergréBerten, wenn Fe-, Co- oder Ni-Salze dem Nahrsubstrat 
zugesetzt wurden. Die Bezeichnung ,,Enzymspeicher“’ muf abgelehnt 
werden. Der Grundgedanke aber, der zu dieser Auffassung gefiihrt hat, 
wird durch die eigenen Beobachtungen bestitigt. Auch ich komme zu der © 
SchluBfolgerung, dai die Het. eine Funktion im Rahmen des Stoff- 
wechselgeschehens eines Fadens ausiiben. Die Het. sind umgestaltete 
vegetative Zellen, deren Hauptaufgabe in der Bereitstellung bestimmter 
Stoffe fiir die tibrigen Zellen besteht. Sie besitzen in besonders reichem 
Mabe physiologisch aktive Stoffe, weshalb sie in der Lage sind, mit ge- 
botenen Redox-Indicatoren rasch in Reaktion zu treten. Die Frage, was 
den vegetativen Zellen geliefert wird, kann vorerst nicht beantwortet 
werden. Nach einer bestimmten Zeit sterben die alten Het. ab und neue 
haben ihre Aufgaben iibernommen. Ob von den Het. gebildete Stoffe von 
Zelle zu Zelle weitergegeben oder durch Ausscheidung nach auBen den 
vegetativen Zellen dienlich werden, mu eine Frage fiir spiitere Unter- 
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suchungen bleiben. Die Ansiedlung von Bakterien auf bestimmten Het. 
spricht allerdings dafiir, daB gewisse Stoffe nach auBen abgeschieden 
werden. 


I. Zusammenfassung 


Es wird auf Grund der Untersuchung von 18 verschiedenen Cyano- 
phyceenarten aus der Reihe der Hormogonales bestitigt, daB die Cyano- 
phyceenzelle eine feulgenpositive Substanz im zentralen Bereich des 
Plasmas besitzt und metachromatische Korperchen, die von dieser unab- 
hangig sind. Die feulgenpositiven Strukturen, die in ihrer Gesamtheit 
als Chromidialapparat bezeichnet werden, haben Kernfunktion. 

Die Methylgriinfarbung ist zum Nachweis von DNS bei Cyanophyceen 
ungeeignet. 

Die metachromatischen Kérperchen bestehen in der Hauptsache aus 
Phosphat. Sie enthalten keine DNS, keine Lipoide und keine Kohlen- 
hydrate (Glykogen). Es konnten in ihnen auch keine EiweiBe nachgewie- 
sen werden. 

Kulturversuche haben bestatigt, daB die Anwesenheit von metachro- 
matischen K6rperchen vom Lebenszustand der Zellen und vom Phosphat- 
gehalt des Nahrmediums abhangig ist. Die metachromatischen K6rper- 
chen der Cyanophyceen stellen vermutlich Phosphatreserven dar. 

Eine nach Farbung mit basischen Farbstoffen zu beobachtende ,,Zwei- 
schichtigkeit** der metachromatischen K6rperchen beruht auf einer Farb- 
stoffanreicherung an ihrer Oberflache. 

Versuche mit Redox-Indicatoren ergaben, dab die Cyanophyceenzelle 
auBer metachromatischen Kérperchen, feulgenpositiven Strukturen und 
Cyanophycink6rnchen noch zwei weitere Arten von Granula enthalt: 
1. Uber die gesamte Zelle verteilte und an den Zellwanden gehauft auf- 
tretende gréBere Granula, die sich mit Formazan und Indophenolblau 
farben; 2. wesentlich kleinere, nur im zentralen Bereich des Plasmas vor- 
handene, mit reduziertem Nilblau und reduziertem Janusgriin fluoro- 
chromierbare Granula. 

Fiir das Zustandekommen dieser Farbungen ist der jeweilige physio- 
logische Zustand der Zellen von groBer Bedeutung. 

Uber den Ort, an dem die Reduktion bzw. Oxydation der gebotenen 
Indicatoren in der Zelle erfolgt, kann keine Aussage gemacht werden. 

Es wurde festgestellt, das simtliche Redox-Reaktionen in den Hetero- 
ceysten schneller ablaufen als in den vegetativen Zellen. Die Heterocysten 
besitzen demnach eine héhere Stoffwechselaktivitat als die vegetativen 
Zellen. Es wird vermutet, dafB die Heterocysten im fertig ausgebildeten 
Zustande eine bestimmte Funktion im Rahmen des Stoffwechsel- 
geschehens eines Fadens austiben. 


Herrn Prof. Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der Arbeit. 
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(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliches Versuchs- und Untersuchungswesen 
Jena-Zwatzen der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften zu 
Berlin) 


Kin Bohrer zur Entnahme von Bodenproben 
fur mikrobiologische Untersuchungen 


Von 
Horst UNGER 


Mit 2 Textabbildungen 


(Hingegangen am 20. April 1957) 


Bei der Entnahme von Bodenproben fiir mikrobiologische Unter- 
suchungen macht das Sterilisieren des Entnahmegeraites am Ort der 
Entnahme oft groBe Schwierigkeiten. Die meisten Erdbohrer miissen 
vor jeder Probenahme sterilisiert werden. Der damit verbundene Zeit- 
und Materialaufwand macht es notwendig, nach anderen Méglichkeiten 
zu suchen. Bei den gestellten Aufgaben und gegebenen Verhaltnissen 
mu ein von uns zu verwendender Bodenbohrer folgenden Anforderungen 
gerecht werden: 


1. Die Entnahme der Bodenprobe soll weitgehendst steril erfolgen, 
ohne Sterilisation der Entnahmegerate auf dem Versuchsfeld. — 2. Die 
Probe mu bis zu einer Tiefe von 25 cm aus jedem beliebigen Bereich 
entnommen werden kénnen, ohne dabei Infektionen durch den dariiber 
liegenden Boden befiirchten zu miissen. — 3. Die Probenahme muB leicht 

~und schnell erfolgen kénnen. — 4. Die Probe muf steril und sicher ver- 
packt sowie gut transportabel sein. Ihre biologischen, chemischen und 
physikalischen Higenschaften diirfen sich nicht verandern. 

Von uns wurde ein Bodenbohrer entwickelt, der die oben genannten 
Forderungen erfiillt und sich bereits sehr gut bewadhrte?. Dem dreiteiligen 
Bohrsatz liegt in seinem eigentlichen Probenehmer das Prinzip des 
von den Mitarbeitern der Forschungsstelle Delitzsch verbesserten 
Strukturbohrers, wie er von der Fa. Polikeit/Halle hergestellt wird, 


zugrunde. 


1 Die Herstellung des Bohrers tibernahm die Fa. Paul Fiille, Mechanische Werk- 
staitte Jena, Dornburger Str. 26. 
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Zum Bohrsatz gehéren: ein Vorbohrer mit Fiihrungshilse und der 
eigentliche Probenehmer. — Zubehérteile fiir die Probenahme sind: 
Probenréhrchen und GummiverschluBkappen mit dazugehGrigen sterilen - 
Behaltern, Transportkasten und Gummihammer. 


Die Probenahme verlauft wie folgt: 


1. Den Stellring an der Fithrungshiilse auf die gewiinschte Tiefe, etwa auf 7,5 em, 
einstellen. 


te, 
i, 
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Probenahme. Bodenbohrer im Liingsschnitt. a Fiihrungshiilse 
mit Vorbohrer bis zum Stellring in den Boden eingedriickt. 6b Fiihrungshiilse nachdem der obere : 
Boden mittels Vorbohrer enthommen und der Probenehmer eingefiihrt wurde 


~ XS 


2. Kinsetzen des Vorbohrers in die Hiilse, Eindrehen in den Boden bis an den 
Stellring, also 7,5 cm tief. Bei sehr festem Boden wird beides eingeschlagen. Dabei 


muB der Griff des Vorbohrers mit dem daran befindlichen AusstoBbolzen arretiert ; 
sein. 
1 


3. Den Vorbohrer so weit zuriickdrehen, daB er aus dem Bajonettverschlu8 der 
Hiilse herausgezogen werden kann, die Hiilse aber im Boden bleibt. 


4. Entleeren des Vorbohrers mit Hilfe des AusstoBbolzens. Er ist damit wieder 
betriebsfertig. 


5. Beschicken des Probenehmers mit einem sterilen Probenréhrchen, Einstecken 
in die Fiiuhrungshiilse und gleichmaBig bis zum Anschlag in den Boden driicken. Bei | 


einer Lange der Probenréhrchen von 5 em wird demzufolge Bodenmaterial aus dem — 
Bereich von 7,5—12,5 em Tiefe entnommen. 


6. Nach Herausnahme und Offnen des Probenehmers wird das Probenréhrehen 
mit zwei sterilen GummiverschluBkappen versehen. 


4 


7. Kinordnen der transportfihigen Proben in die numerierten Facher des 
Transportkastens. 


Der Probenehmer ist nach Einsatz eines neuen sterilen Probenréhr- 
chens sofort wieder zur Entnahme bereit. Die noch im Boden steckende 
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Fihrungshilse wird mit Hilfe des Vorbohrers und des Bajonettver- 
schlusses der Hiilse herausgezogen. Auf diese Weise kénnen mit diesem 
Bohrsatz bei normalen Bodenverhiltnissen von einer Person in einer 
Stunde 45 Bodenproben unter weitgehendst sterilen Bedingungen ge- 
zogen werden. 


A Te chnische EKinzelheiten. Wir verwenden bei Feldversuchen einen Bohrsatz 
fiir mehrere Tiefenbereiche, und einen fiir die Entnahme aus dem Bereich um 
10cm Tiefe, also von 7,5—12,5 cm. Der Probenehmer ist fit beide Bohrsatze 


Abb. 2. Links: Feldbohrsatz mit Fiihrungshiilse, Vorbohrer, 
Probenehmer, Probenréhrchen und GummiverschluBkappen. 
Rechts: Dasselbe von GefaBbohrsatz 


gleich. Die Probenréhrchen sind aus Messing, 5 cm lang und haben etwa 20 cm? 
Inhalt. Bei der Wahl des Probenrébrchendurchmessers lieBen wir uns lediglich von 
der GroBe der auBerst billigen und jederzeit lieferbaren GummiverschluBkappen 
(im Handel als Mostkappen, GréBe 0 zu beziehen) leiten, die sich sehr gut bewahren 
und einen sterilen VerschluB gewahrleisten. 

Fiir den MrrscuEriicu-GefaBversuch wurde ein Bohrsatz angefertigt, der es eben- 
falls erméglicht, Proben aus einer Tiefe von 7,5—12,5 cm zu entnehmen. Wir be- 
nutzen bierzu Probenrohrchen aus Glas mit einem Innendurchmesser von nur 1 cm 
und etwa 4 cm? Inhalt. Fiir den Verschlu8 der kleinen Probenréhrchen verwenden 
wir Siphonsauger, deren dicker Rand abgeschnitten wird. 

Die beschriebenen Vorteile (Wegfall der Sterilisation unter Feldbedingungen, 
Entnahmemoéglichkeit aus verschiedenen Tiefen ohne Infektion durch den oberen 
Boden, Erhalten der wichtigsten Bodeneigenschaften und schnelle, einfache Ent- 
nahme der Probe) werden erginzt durch die Verwendung eines Transportkastens mit 
numerierten Fachern. Das bei nassem Wetter oft schwierige Kennzeichnen der 
Probenréhrchen kommt damit in Wegfall. Fiir Entnahmen aus gréReren Tiefen als 
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25em miiBte lediglich ein entsprechend langerer Vorbohrer mit Fihrungshiilse 
angefertigt werden. Bei Entnahme aus dem Bereich von 0—5 cm Tiefe entfallt die 
Verwendung des Vorbohrers. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Bodenbohrer beschrieben, der eine leichte und einwand- 
freie Bodenprobenahme fiir mikrobiologische Untersuchungen aus ver- 
schiedenen Tiefen gestattet. Eine Infektion der Proben durch dariiber- 
liegende Bodenschichten wird durch Verwenden eines Vorbohrers mit 
Fiihrungshiilse vermieden. Die Probenrdhrchen mit dem unter weit- 
gehendst sterilen Bedingungen entnommenen Boden sind in einem Trans- 
portkasten sicher verpackt und brauchen nicht beschriftet zu werden. 


Autoren- Verzeichnis 


Benpa, I., Mikrobiologische Untersu- 
chungen iiber das Auftreten von 
Schwefelwasserstoff in den androben 
Zonen des Hochmoores. 8. 337 


Bunning, E., und M. Tazawa, Uber die 
negativ-phototaktische Reaktion von 
Euglena. S. 306 


Crayton, R. K., Patterns of Accumu- 
lation Resulting from Taxes and 
Changes in Motility of Micro- 
Organisms. 8. 311 


Drews, G., s. Niktow1tz, W. 8S. 150 


Fuaic, W., und H. L. Scumrp7, Uber die 
Eimwirkung von Huminsauren auf 
das Wachstum einiger Penicillium- 
arten. S. 1 


GILLISSEN, G., Die Beeinflussung der 
Keimresistenz durch Penicillinase. 
S. 146 


Gossgx, I., Uber das Aktionsspektrum 
der Phototaxis chlorophyltreier 
Euglenen und iiber die Adsorption 
des Augenflecks. 8. 288 


HensseEn, A., Uber die Bedeutung der 
thermophilen Mikroorganismen fir 
die Zersetzung des Stallmistes. 8. 63 


Kaussier, E.,Stoffwechselphysiologische 
Untersuchungen an Hydrogenase 
enthaltenden Griinalgen. [1]. Dunkel- 
Reduktion von Nitrat und Nitrit mit 
molekularem Wasserstoff. S. 166 


Z Kouter, E., Uber das Verhalten einiger 
Mosaikviren im geimpften Blatt im 
Anschlu8 an die Impfung. 8. 320 


KyUsEt, F., Die Biosynthese des Ribo- 
flafins bei Candida Guilliermondi 
(A. Cast) Langeron und Guerra und 
einigen verwandten Arten. HinfluB 
von Spurenelementen, insbesondere 
von Hisen und Zink. 8. 219 


- Lamprecut, L., Zur Physiologie des 
Echten Hausschwamms. Die Ver- 
arbeitung anorganischer Stickstoff- 
verbindungen in Abhangigkeit von 
Konzentration, pa-Wert und isoelek- 
trischem Punkt. 8. 182 


Mttuer, J., Untersuchungen zur Mor- 
phologie und Physiologie der Coryne- 
bakterien. 8. 105 


NAvEKE, R., Formiatoxydation und 
Kohlenstoff-Assimilation bei Hypho- 
microbium vulgare Stutzer et Hart- 
leb. 8. 375 


Nixiowirz, W., und G. Drews, Bei- 
triage zur Cytologie der Blaualgen. 
IV. Mitteilung. Vergleichende elek- 
tronenmikroskopische Untersuchun- 
gen zur Substruktur einiger Hormo- 
gonales. 8. 150 


OBRECcHT, geb. Korrn, K., Beitrage zum 
Problem der Photoreaktivierung. 
S. 260 


PraAve, P., Untersuchungen iiber die 
Stoffwechselphysiologie des Hisen- 
bakteriums Leptothrix ochracea 
Kiitzing. 8. 33 

Remer, E., Das Problem der Nitritoxy- 
dation mit nachtraglicher CO,-Assi- 
milation bei Nitrobacter winograd- 
skyi Buch. 8. 125 


Rypiy, C., Studies on Fermentation 
Processes in Silage. Starch as a 
Source of Carbohydrate for the 
Lactic Fermentation. 8. 82 


Scumipt, H. L., s. Fuaic, W. S. 1 
S$zaBo, G., s. VALYI-Naey, T. 8. 281 
Tazawa, M.,s. BUNnrinG, H. 8. 306 


TiscusEr, I., Untersuchungen itiber die 
granuliren lHinschliisse und das 
Reduktions-Oxydations- Vermégen 
der Cyanophyceen. IV. Mitteilung 
der Reihe: Zellmorphologische und. 
zellphysiologische Studien an Cyano- 
phyceen. 8. 400 


Unaer, H., Ein Bohrer zur Entnahme 
von Bodenproben fiir mikrobiolo- 
gische Untersuchungen. 8. 429 


VAtyi-Naey, T., and G. $zaBo, Group- 
wise growth of Streptomyces in a 
medium containing streptomycin. 
8. 281 


Suit 4 sete ee: 


(Ca te 
= Pit oc nh 


, ‘ 


Finis ee a ae 
er habe AL ce i oaas Hrs P “si. 
bd a bs ae 
iY ieee ae 1 ea ed 
a Se wsebah tad Bde MK 
(18 Sanath sue 


om . P m 
MnP es Aus 


‘nil ee a / Hs ‘ { 


hr 4 
eh ‘ 
so chy wal, fas ite: ae “fete ne oa 4 % 
Wildy Gs aMB Aa, Sate aig) AG . mente ke wh 
“ ‘ trad iver Syl nsty le? i, ee pt alt, 
by 


‘ pask afviedige) % A 
, WB, “® betes u 
”* 


oil rites hand 


* —7 tae 


A (ater mare : y yt * ore ae 
vgs Ay 
r Wim): oe pio ioe at ryt seats ete iM... . wks yrisaiibaegt 
‘ ly peed ES , phe “J Gr Adveanes aadeneh { seers bed va 
Pr aa 
a ~ 


Teagan) ey “ya ube oh, gg a i marienet i Niners debeylbiagss PRR 


Diba s. 2 . ans iibioas. bwe-qenlbel: ; mises tia is 
le al ae WGI at: yay” ‘> Dhaene dna 
. ee (ts 4 vet s cau Py Twain +e 
s 4 ; 
Br WORD eae ye 1) eee 7 ey at Gali wrdadionl will Sh , ae 
evra yet gene Cit. etahaniers is SAD ees ié i 
PE Neha Re toaho) Yi ating | SR ets ant a 
4 OP svt l agi ee -- ne 
nine } 4 Vee Wega’ (reeth ava ad 
iim ie ae ae Oe et?” PultedG | patayabie 4 up waht 
vs A - To) a ae AL bind 
- a ah hb pans ah . MMP Ee Tiel teeth et 2) Seon pret 
sf ae b iv (v.# bes | a he LY iv 5 : BAL Whe _ rwia? - 
* ‘ d i‘ 
. tadh a ‘fg it (Tlepew trata” } jp 5 wisi ys... “ 3a pei | 
wh mie. tit ' nities | on “emp $ aks iL > inne . 
rus — Vell ab pal ly . 4 ’ AB tae ‘ete ri apd tdi As 
ae ( RW MALI y we ; lt ath sertglfay ‘me sh “i ae 
aie i a ; it rill? gud." uspatittiysh yldaent be ie 
ee ace | aay hv ' rth) wmhahy fy “i ‘citar 
bys RA Perey te tutta neh ah, cae one 


ay 


as fi lotahiecdcisind orien 
«ileal ms holete aN OO cag old 
u (OME nao ane ae” 
b ie etl sid aap ~ e.A tach the - 


i 
aga Huet ' sgh u wesley! i wes 
“ ees rot wT REL ON Ae wa 
7 (trees me Tawi, Gedhedyniay 
‘erm. | hoy. tity anim 
‘egy =" ctor) oa eye 1 neg a 


ee Tae eae 


ie ‘ ee all 
f ‘ i Saal oF 
» A > : 
, H 
_ ? y 
one! ~ 
; ia 
t , 
f 
j 
va 


